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Los ciclótidos son una gran familia de péptidos cíclicos de origen vegetal con 
28-37 residuos de aminoácidos que contiene un esqueleto peptídico circular 
y un nudo de cistina. Estos compuestos se han encontrado en plantas de las 
familias Violaceae, Rubiaceae, Cucurbitaceae y Fabaceae; poseen diversas 
actividades biológicas, entre las cuales se encuentran anti-VIH, anti-cáncer, 
uterotónica, bactericida, fungicida, citotóxica y hemolítica. Dado que 
Colombia es un país diverso en especies vegetales y gran parte de los 
ciclótidos encontrados corresponden a plantas de la familia Violaceae, se 
planteó como objetivo principal caracterizar los ciclótidos de Leonia triandra 
(Violaceae) y evaluar su posible actividad contra Mycosphaerella fijiensis 
Morelet, agente causal de la Sigatoka Negra en los cultivos de plátano y 
banano; puesto que no existen reportes sobre el estudio de estas 
miniproteínas en esta especie, ni su acción sobre la Sigatoka Negra. 
Se obtuvieron los extractos de metanol y DCM-MeOH (1:1) obtenidos por 
maceración pasiva; el extracto de DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra se 
purificó en un soporte de octadecilsilano (C18). El extracto metanólico de 
Leonia triandra se purificó inicialmente en un soporte de Poliamida 6S; 
posteriormente, se realizó el fraccionamiento por una columna de Sephadex 
G-10 para eliminar compuestos polisacáridos; finalmente, los ciclótidos 
fueron purificados mediante cromatografía de columna flash usando un 
soporte de octadecilsilano (C18). La purificación final se realizó por medio de 
Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia Preparativa. 
La presencia de ciclótidos en ambos extractos fue evidenciada por 
cromatografía de capa delgada y líquida acoplada a espectrometría de 
masas, donde se detectaron compuestos con masas similares a ciclótidos 
reportados hasta la fecha. 
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Finalmente, los extractos de Leonia triandra y una de las fracciones ricas en 
ciclótidos fueron evaluadas contra el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, 
por el método de crecimiento radial del micelio y la elongación del tubo 
germinativo de las ascosporas, pero no se evidenció actividad fungicida.  
PALABRAS CLAVES: Actividad fungicida, cromatografía líquida de alta 
eficiencia,  espectrometría de masas, miniproteínas cíclicas. 
  




The ciclótidos are a large family of cyclic peptides from plants with 28-37 
amino acid residues, containing a circular peptide backbone and cysteine 
knot. These compounds have been found in plants of the family Violaceae, 
Rubiaceae, Cucurbitaceae and Fabaceae; they have diverse biological 
activities, which are anti-HIV, anti-cancer, uterotonic, bactericide, fungicide, 
cytotoxic and hemolytic. Colombia is a country diverse in plant species and 
many of the cyclotides found in plants, are from the family Violaceae, was 
proposed to characterize the cyclotides of Leonia triandra (Violaceae) and 
evaluate its potential fungicide activity against Mycosphaerella fijiensis 
Morelet, agent that cause of Black Sigatoka in banana and plantain crops, 
there aren’t reports on the study of these mini-proteins in this species. 
Were studied methanol and DCM-MeOH (1:1) extracts obtained by 
maceration passive with solvents, the DCM-MeOH (1:1) extract of Leonia 
triandra was purified on an octadecylsilane support (C18). The methanol 
extract of Leonia triandra was purified initially in a polyamide support 6S, 
subsequently a fractionation was performed on a column of Sephadex G-10 
to remove polysaccharides, and finally, the cyclotides were purified by flash 
column chromatography using a support octadecylsilane C18. The Final 
purification was performed by High Performance Liquid Chromatography 
Preparative. 
The cyclotides present in both extracts was evidenced by thin layer 
chromatography and liquid chromatography/mass spectrometry; compounds 
were detected with masses similar to cyclotides reported to date. 
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Finally, extracts of Leonia triandra and one rich fraction in cyclotides, were 
evaluated against Mycosphaerella fijiensis Morelet, by the method of radial 
growth and elongation of germ tube, but did not show fungicidal activity. 
KEYWORDS: Cyclic peptides, fungicidal activity, high performance liquid 
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Los ciclótidos son la familia más grande conocida de péptidos cíclicos con 
28-37 residuos de aminoácidos, presentan tres puentes disulfuro 
intramoleculares que forman un nudo de cistina; esta estructura los hace 
únicos y les confiere una estabilidad excepcional conservando su estructura 
aún después de someterlos a procesos térmicos y químicos. Los ciclótidos 
son de gran interés debido a sus inigualables características, tales como la 
estabilidad química, térmica y enzimática, su amplia distribución geográfica 
en las plantas que los biosintetízan y la aplicación en el diseño de novedosos 
fármacos con potencial futurista (Craik et al., 2011). 
Hasta la fecha, más de 150 ciclótidos han sido caracterizados de plantas de 
la familia Rubiaceae, Violaceae, Cucurbitaceae y Fabaceae; investigaciones 
recientes sugieren que también podrían estar presentes en plantas de la 
familia Apocinaceae (Craik et al., 2011). El cien por ciento de las plantas 
estudiadas pertenecientes a la familia Violaceae han reportado presencia de 
ciclótidos, pero solo se ha documentado una sola planta perteneciente al 
género Leonia, Leonia cymosa, perteneciente a la familia Violaceae, donde 
cuatro de sus ciclótidos presentaron actividad anti-VIH (Hallock et al., 2000). 
Los ciclótidos tienen características ideales para ser utilizados en la 
producción de nuevos fármacos, son pequeños, haciéndolos fácilmente 
difundibles a nivel celular y accesibles para la síntesis química. Por otro lado, 
se pueden purificar con altos rendimientos a partir de las plantas que los 
biosintetizan (1g/kg de material vegetal); además, existe la posibilidad de 
utilizar ingeniería genética para realizar transformaciones en el genoma de la 
planta receptora para que puedan actuar como “biofábricas” para la 
producción de ciclótidos con importantes aplicaciones farmacéuticas y 
agroindustriales (Craik et al., 2011).  
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2. MARCO TEÓRICO 
2.1 CICLÓTIDOS 
2.1.1 Descubrimiento 
Los ciclótidos fueron formalmente identificados como una clase de proteínas 
hace cerca de una década, pero el descubrimiento del primer prototipo: 
Kalata B1 (Figura 1), se inició entre 1960 y 1970, cuando se reportó que las 
mujeres del Congo utilizaban una infusión medicinal de la planta Oldelandia 
affinis (Rubiaceae) para acelerar el trabajo de parto (Gran, 1973). Gran y sus 
asociados aislaron y caracterizaron parcialmente un péptido de 
aproximadamente 30 aminoácidos como un agente uterotónico activo de O. 
affinis y lo denominaron Kalata B1; sin embargo, fue solo 25 años después 
cuando la secuencia completa y el nudo de cistina pudieron ser 
completamente elucidados (Figura 1). Varios péptidos macrocíclicos de 
tamaño similar y con residuos de cisteína fueron descubiertos en la década 
de los 90, pero el término “Ciclótido” solo se le atribuyó a esta nueva familia 
de miniproteínas (Saether et al., 1995). 
 
Figura 1. Estructura y secuencia del primer ciclótido descubierto (Kalata B1). 
La secuencia de aminoácidos se enumera con base al punto G, a partir de la 
proteína precursora (Saether et al., 1995). 
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2.1.2 Estructura  
Los ciclótidos tienen 6 vueltas (Loops) en su estructura, localizados entre los 
seis residuos de cisteína conservados. Los loops I y IV forman parte del 
anillo que constituyen el nudo de cistina, mientras que los demás loops 
pueden ser mas variables (Jennings et al., 2001). La numeración de las 
vueltas y el número de aminoácidos (n) presentes en cada uno de ellos se 
representan en Figura 2 (Mulvenna et al., 2006). 
 
Figura 2. Representación estructural de los ciclótidos (Mulvenna et al., 
2006). 
El nudo de cistina ocupa el núcleo de la molécula del ciclótido; como 
consecuencia la mayoría de los aminoácidos ubicados en las cadenas 
laterales (loops), incluyendo los residuos hidrofóbicos que conforman el 
núcleo del péptido, están proyectados hacia la superficie molecular y 
determinan las características biofísicas del ciclótido; además, están 
implicados en la obtención de nuevas bioactividades (Svangård et al., 2007). 
Los ciclótidos se dividen en dos grandes subfamilias: Möbius y Brazalete. La 
subfamilia Möbius se caracteriza porque contienen un residuo de cis-prolina 
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en el loop 5 que introduce un giro de 180° en la estructura; mientras que en 
la subfamilia Brazalete (subfamilia más común de ciclótidos descubiertos 
hasta el momento) esta ausente el residuo de cis-prolina en el mismo loop 
(Ireland et al., 2006a);  la diferencia estructural de estas subfamilias se 
presenta en las Figura 3. 
  
Figura 3. Familias de ciclótidos. A) Familia Möbius B) Familia Brazalete. 
(Ireland et al., 2006a; Pränting et al., 2010) 
En todos los casos, el nudo de cistina (NC) constituye el núcleo de la 
molécula y está rodeado por las regiones de la estructura de hoja plegada 
(Craik et al., 2011); en la Figura 4, (se resaltan las hojas plegadas con 
flechas azules) se muestran las principales características del nudo de cistina 
y sus elementos estructurales secundarios.  
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Figura 4. Características del nudo de cistina en tres dimensiones (Craik et 
al., 2011). 
Aunque solo los residuos de cisteína están directamente implicados en el 
enrollamiento que origina el nudo de cistina, se considera que otros residuos 
conservados contribuyen a la estabilidad de la estructura (Rosengren et al., 
2003). 
En los ciclótidos conocidos hasta la fecha, en la posición 2 del loop 1 se 
encuentra un residuo de ácido glutámico que esta invariable y altamente 
conservado; en casi el 100% de todos los ciclótidos de la familias Möbius y 
Brazalete (Ireland et al., 2010). 
Aunque los ciclótidos han demostrado resistencia  a la degradación 
ambiental; recientemente, se encontró que el residuo de Triptófano en el loop 
5 es susceptible de ser oxidados (Plan et al., 2007). 
2.1.3 Nomenclatura 
Varias estrategias de nomenclatura se han utilizado para describir los 
ciclótidos, incluyendo los nombres especializados; por ejemplo, circulin 
(Gustafson et al., 1994), tricyclon (Mulvenna et al., 2005); también se han 
usado los nombre de las especies o tejidos específicos de donde proceden, 
por ejemplo, vhl-1 para Viola hederaceae-1, y nombres más sistemáticos 
                                                                                                     
- 6 - 
 
basado en el nombre de la especie y su género, por ejemplo Hedyotide B1 
aislado de Hedyotis biflore (Rubiaceae) (Broussalis et al., 2001). Determinar 
una nomenclatura adecuada para los ciclótidos sigue siendo aún un tema 
difícil debido al descubrimiento de ciclótidos individuales en múltiples 
especies de plantas. 
La propuesta más reciente de un sistema de nomenclatura se dió cuando se 
consideró que el nombre de los ciclótidos descubiertos debía ser construido 
como un acrónimo pronunciable de la denominación en Latín de la planta de 
donde fue aislado por primera vez, dado que existen ciclótidos comunes en 
diferentes especies (Broussalis et al., 2001). Desde entonces, los sistemas 
alternativos de asignación se han duplicado, dada la incidencia de ciclótidos 
individuales en diferentes especies; tal es el caso, de Viola odorata 
(Violaceae), cuyo número de ciclótidos descubiertos ha sobrepasado el 
número de letras disponibles en el alfabeto inglés (Ireland et al., 2010). 
2.1.4 Distribución taxonómica 
Los ciclótidos reportados hasta el momento han sido aislados de plantas de 
las familias Cucurbitaceae, Fabaceae, Rubiaceae, y Violaceae, siendo esta 
última la de mayor abundancia. 
En el año 2010 se reportaron ciclótidos aislados de plantas de la familia 
Fabaceae, con más de 19.000 especies en el mundo. Las plantas 
leguminosas como Arachis hipogeos (maní), Glycine max (soya), y Cicer 
arietinum (garbanzo) hacen parte de esta familia de importancia agronómica 
(Poth et al., 2011).  
Se ha sugerido que el número de ciclótidos diferentes en una misma especie 
es de aproximadamente 100 y el número total de ciclótidos presentes en la 
familia Violaceae podría ser del orden de los 9000 (Simonsen et al., 2005). 
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2.1.5 Extracción  
Inicialmente, se aislaban los ciclótidos de extractos metanólicos o 
hidrometanólicos de las plantas (Claeson et al., 1998), pero con este 
procedimiento se extraían otros tipos de metabolitos secundarios, lo cual 
dificultaba la obtención de fracciones que tuvieran exclusivamente  ciclótidos 
(Ireland et al., 2010). 
Actualmente, la extracción de ciclo-péptidos a partir del material vegetal inicia 
con la recolección de la planta, si se desea se puede fraccionar por partes u 
órganos (flores, hojas, tallos y raíces), seguido por un lavado con agua para 
eliminar la suciedad. Posteriormente, el material vegetal se seca y se muele. 
La extracción con solventes se realiza con una mezcla de DCM-MeOH (1:1) 
a temperatura ambiente y el extracto obtenido se concentra a presión 
reducida (Ireland et al., 2010). 
2.1.6 Purificación de los extractos 
La purificación de los extractos vegetales se realiza por cromatografía de 
columna usando diferentes soportes, este procedimiento permite la obtención 
de fracciones enriquecidas en compuestos peptídicos. Los extractos 
metanólicos son fraccionados inicialmente en una columna  de poliamida 
DPA 6S; posteriormente son tamizados por su paso a través de una columna 
de Sephadex G-10 para eliminar polisacáridos; finalmente, los ciclótidos son 
purificados mediante cromatografía de columna flash usando un soporte de 
Octadecilsilano (C18) (Claeson et al., 1998). Los extractos de DCM-MeOH 
(1:1) se sometieron a cromatografía de columna utilizando como soporte 
Octadecilsilano (C18) y se eluyeron con CH3CN-H2O-Ácido trifluoracético 
(TFA) (9:1:0,05) con un gradiente de 0% a 100% de CH3CN. Posteriormente, 
la fracción de 80% de CH3CN se concentró y se analizó por medio de 
técnicas cromatográficas y espectroscópicas (Ireland et al., 2010). 
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2.1.7 Determinación estructural 
La Espectrometría de Masas (EM) se ha convertido en el método preferido 
para la identificación analítica de péptidos, esta técnica se basa en la 
ionización del péptido, que preferiblemente se produce en sitios específicos 
(Lys, Arg e His) y en el extremo N-terminal; sin embargo, en los ciclótidos 
existen extremos, lo cual es un gran desafío para la elucidación estructural. 
La secuencia por MS/MS de las miniproteínas cíclicas permite fragmentar el 
péptido a lo largo de su estructura, principalmente en los enlaces de tipo 
amida. Un péptido lineal típico producirá un conjunto de iones que permitirá 
secuenciar la cadena de aminoácidos; en el caso de los ciclótidos, la 
fragmentación esta obstaculizada por la naturaleza cíclica de los mismos, y 
por la presencia de enlaces disulfuro en su estructura (Colgrave et al., 2010). 
Aunque los enfoques de proteómica, tales como, reducción, alquilación y 
digestión de la proteína, pueden ser empleados para producir derivados 
lineales susceptibles de ser secuenciados por Espectrometría de Masa, la 
falta de datos genómicos debido a la complejidad de estas moléculas y 
proporcionan grandes retos en la determinación estructural de los ciclótidos 
(Göransson et al., 2003). Este protocolo exige la modificación de los enlaces 
disulfuro por aminometilación para producir pseudolisinas, seguido por 
digestión enzimática con  tripsina; posteriormente cada loop podría ser 
secuenciado individualmente por MS/MS (Sze et al., 2009). 
Con la fracción purificada se puede obtener la secuencia del ciclótido 
reduciendo los puentes disulfuro (Figura 5A), luego los ciclótidos pueden ser 
metilados y sometidos a digestión enzimática, con la EndoGlu-C para 
linealizarlos (Figura 5B). Después pueden ser tratados con tripsina, lo cual 
produce fragmentos lineales (Figura 5C y 5D) que pueden ser secuenciados 
por MS/MS (Wang et al., 2008). En la Figura 5 se muestra la secuencia para 
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la determinación estructural del ciclótido Cter B aislado de Clitoria ternatea 
(Fabaceae) (Poth et al., 2011). 
 
Figura 5. Secuencia Nanospray de Cter B. A la izquierda de la imagen: 
esquema de la digestión. A) Espectro TOF-MS de la combinación de tripsina 
y EndoGlu-C. B) MS/MS del precursor 1092,43+ (3274,2 Da). C) MS/MS del 
precursor 628,53+ (1882,6 Da). D)  MS/MS del precursor 705,72+ (1409,4 Da) 
(Poth et al., 2011). 
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La elucidación estructural tridimensional de los ciclótidos se ha obtenido casi 
exclusivamente por RMN, con excepción de un ciclótido conocido como Varv 
F, aislado de Viola arvensis (Violaceae), para el cual existen todos los datos 
de RMN y de su estructura cristalina  por rayos-X (Wang et al., 2009). 
Para determinar la estructura de péptidos tan pequeños como los ciclótidos, 
se usan cálculos a partir de espectro de NOESY. Las restricciones de la 
distancia en la molécula se decifran a partir de los enlaces de hidrógeno 
derivados de los experimentos de intercambio de los enlaces tipo amida 
(Chen et al., 2005). En la Figura 6 se muestra la determinación estructural del 
ciclótido vhl-1, aislado de Viola hederaceae (Violaceae), a partir de espectro 
de TOCSY y NOESY donde se confirma la naturaleza cíclica del péptido. 
 
Figura 6. Determinación estructural de vhl-1 por Resonancia Magnética 
Nuclear (RMN) A) Espectro TOCSY. B) Espectro NOESY. C) Estructura del 
ciclótido vhl-1 a partir de cálculos utilizando un ángulo de torsión simulado. 
D) Representación tridimensional del ciclótido vhl-1 (Chen et al., 2005). 
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2.1.8 Actividades Biológicas 
Los ciclótidos tiene una amplia gama de actividades biológicas, que incluyen 
uterotónica, anti-VIH, antagonista de la neurotensina, hemolítica, 
antibacteriana, citotóxica,  insecticida y anti-cáncer. En primer lugar, la 
actividad hemolítica fue una de las primeras descubiertas, para el ciclótido 
Viola 1, aislado de Viola arvensis (Violaceae) (Schöpke et al., 1993); desde 
entonces numerosos ciclótidos han reportado esta actividad. La hemólisis es 
una actividad tóxica que podría ser importante en los ciclótidos puesto que 
actúan como péptidos de defensa en el huésped, pero esta función no se ha 
investigado aún (Ireland et al., 2010). 
La actividad anti-VIH se ha revisado ampliamente en los últimos años, 
reportando valores eficaces contra células infectadas con el virus del VIH 
(Ireland et al., 2008); sin embargo, los ciclótidos aún no están siendo usados 
como agentes anti-VIH porque los beneficios terapéuticos comparados con 
sus efectos tóxicos son muy estrechos.  
Se ha propuesto que las interacciones con las membranas celulares pueden 
ser las responsables de las diversas actividades biológicas que presentan los 
ciclótidos, esta hipótesis ha sido estudiada por RMN (Shenkarev et al., 2006). 
Aunque los detalles exactos de la implicación de la membrana en los 
mecanismos de acción de los ciclótidos aún son desconocidos, ciertos 
aspectos importantes que están relacionados con la interacción membrana 
celular-ciclótidos, están comenzando a emerger. El análisis de algunos 
análogos acíclicos de Kalata B1, no han demostrado actividad anti-VIH, 
contrario a los efectos del Kalata B1.  Esto ha demostrado que la dinámica 
estructural cíclica podría tener un papel importante en las bioactividades de 
los ciclótidos (Barry et al., 2003).  
En la Tabla 1, se resumen algunas de las actividades biológicas más 
representativas en los ciclótidos reportados hasta el momento. 
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Cepa 10-VIH Circulins A-F 
Gustafson et al., 
2000 
VIH-I Cycloviolns A-D 





Kalata B1 Daly et al., 2004 
Kalata B8 Daly et al., 2006 
Palicourein 
Bokesch et al., 
2001 
Vhl-1 
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Circulins A-F Gustafson et al., 2000 
VIH-I humano Cycloviolins A-D Gustafson et al., 2004 
Células linfoides 
T 
Kalata B1 Daly et al., 2004 
Kalata B8 Daly et al., 2006 
Palicourein Bokesch et al., 2001 
Mieloma 
humano 










Tam et al., 2001 
Circulin B 
Cyclopsychotride A Tam et al., 2001 
Cycloviolacin O2 






Daly et al., 1999; Barry 
et al.,2003; Tam et al., 
1999 y Simonsen et 
al., 2004 
Varv A Ireland et al., 2006 
Violacin A Ireland et al., 2006 




Kalata B1 Jennings et al., 2001 
HelicoVerpa 
armigera 
Kalata B2 Jennings et al., 2005 





Cyclopsychotride A Tam et al., 2001 




Avrutina et al., 2005 
Mco-TI-II 
Uterotónica 
Ratas, conejos y 
úteros humanos 
Katala B1 Gran, 1973 
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2.1.9 Biosíntesis de los ciclótidos 
Los ciclótidos son biosíntetizados en las plantas mediante el procesamiento 
de las proteínas precursoras que codifican uno, dos ó tres dominios de la 
maduración de los ciclótidos; posteriormente, estos dominios son eliminados 
de las proteínas precursoras para producir los constituyentes propios del 
péptido cíclico (Jennings et al., 2001). Esta estrategia múltiple es coherente 
con el gran número de ciclótidos que pueden producirse en una misma 
planta. 
Aunque se desconocen aún todos los detalles de la biosíntesis de los 
ciclótidos, estudios recientes han sugerido que existen dos enzimas claves 
en este proceso, una de ellas es la asparaginil endoproteinasa (AEP) (Saska 
et al., 2007), que esta implicada en el proceso de ciclación y la otra es una 
proteína conocida como la disulfuro isomerasa que participa en el plegado 
rápido de los ciclótido (Gruber et al., 2007). 
La AEP es una proteasa de cisteína muy común en las plantas y esta 
presente en una serie de reacciones proteolíticas importantes. Se ha 
propuesto que esta enzima ha evolucionado para ser utilizada en el proceso 
de ciclación de los ciclótidos y al mismo tiempo en la escisión del enlace C-
terminal de los precursores (Gillon et al., 2008). Esta transpeptidación se 
produce por un mecanismo de transferencia acilo, en la cual el grupo 
carboxilo del enlace peptídico se divide para unirse a la enzima, formando el 
intermediario acil-enzima, tal como se ilustra en la Figura 7. 
Figura 7. Mecanismo propuesto para la ciclación en los ciclótidos (Guillon et al., 
2008).  
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El ataque nuclefílico de los grupos amino libres en el extremo N-terminal del 
ciclótido estas dominado en este intermediario por la acil-enzima, formando 
entonces el péptido cíclico y liberándolo de la enzima (Parthasarathy et al., 
2007). 
En la primera etapa, la enzima AEP reconoce al precursor del ciclótido como 
un sustrato, que contiene un extremo N-terminal y C-terminal; además, Xn 
(típicamente Xn es Glicina) y (universalmente Xc es Asparagina); 
adicionalmente, el reconocimiento se produce a través de los primeros 
residuos del extremo C-terminal, dominado por Gly-Leu-Pro. El intermediario 
acil-enzima se forma a través del ataque al sitio activo tiol de la proteasa de 
cisteína, de donde resulta un péptido cíclico que contiene un enlace amida 
nativo (Figura 7) (Guillon et al., 2008).  
2.1.9.1 Hipótesis de la biosíntesis de los ciclótidos por sistemas 
redox 
Aunque el número de ciclótidos conocidos hasta el momento supera los 160, 
aún es poco conocido el mecanismo por el cual estos péptidos son 
biosíntetizados en las plantas. Como resultado de algunas investigaciones 
recientes se planteó que cuando los precursores de los ciclótidos entran al 
citosol se forman los puentes disulfuro antes de la escisión y ciclación. La 
presencia de las señales protéicas en el retículo endoplasmático, sugiere que 
probablemente aquí se pliegan los ciclótidos. Después del plegamiento y de 
la formación de los enlaces disulfuro, la proteína precursora fragmenta los 
extremos C-terminal y N-terminal y genera al ciclótido mediante un enlace 
cabeza con cola (Guillon et al., 2008). 
Los puentes disulfuro son esenciales para la estabilidad y la función de 
algunas proteínas; existen varios sistemas que ayudan a la formación de los 
puentes disulfuro, como los son los sistemas ferredoxina/tiorredoxina, 
NADP/tiorredoxina y glutatión/glutarredoxina; cada uno de estos sistemas 
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produce cambios que alteran la actividad de las proteínas, incluyendo los 
ciclótidos (Qin et al., 2010). 
El mecanismo de escisión-ciclación que ocurre para producir ciclótidos mas 
maduros a partir sus proteínas precursoras no esta plenamente elucidado. La 
escisión del dominio del ciclótido a partir del precursor y el enlace del 
extremo N-terminal con el extremo C-terminal, probablemente se produce 
después del plegado del dominio del ciclótido (Guillon et al., 2008).   
En la Figura 8 se muestra un modelo propuesto para la formación in vivo  de 
ciclótidos; la formación de los enlaces disulfuro requiere un sistema redox 
(Qin et al., 2010). 
 
Figura 8. Modelo propuesto para la formación in vivo de los enlaces disulfuro 
y la ciclación de los ciclótidos (Qin et al., 2010). 
La elucidación del mecanismo de biosíntesis en las plantas es un tema 
complejo pero de gran importancia en la investigación de los ciclótidos. Si la 
vía biosintética llegara a ser un factor clave en los procesos asociados a los 
ciclótidos, sus aplicaciones potenciales podrían ampliarse 
considerablemente. Por ejemplo, la síntesis de medicamentos a base de 
ciclótidos  podría realizarse en las plantas, con ayuda de la ingeniería 
genética, lo que podría significar bajos costos de producción en comparación 
a la extracción tradicional de los ciclótidos o de los péptidos a partir de 
plantas; además, la naturaleza insecticida de los ciclótidos podría ser 
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explotada en la producción de cultivos transgénicos de importancia 
agronómica (Ireland et al., 2010). 
2.1.10 Síntesis química de los ciclótidos 
La tecnología del ADN recombinante se utiliza ampliamente para la 
producción convencional de proteínas; sin embargo, el tamaño pequeño de 
los ciclótidos los hace convenientemente accesibles a la síntesis química. 
Aunque, la síntesis química podría representar costos económicos elevados; 
a menudo, producen un mejor rendimiento y procesos más simples de 
purificación.  La modificación química de los aminoácidos específicos, es una 
de las ventajas para la obtención de ciclótidos por síntesis química, además 
de la inclusión de secuencias adicionales (Conibear et al., 2011). 
Aunque los ciclótidos se pueden purificar con altos rendimientos a partir de 
las plantas que los biosintetizan (hasta 1g/Kg de material vegetal), los 
métodos de la química sintética facilitan la creación de prototipos mejorados. 
Una gama de nuevos métodos sintéticos se han desarrollado a lo largo de la 
última década para la síntesis de ciclótidos (Ireland et al., 2010), la Figura 9 
muestra los pasos mas destacados implicados en la síntesis de ciclótidos. 
La síntesis química de ciclótidos inicia con  el montaje de la cadena de 
aminoácidos por medio de síntesis en fase sólida, seguida de la ciclación del 
péptido; posteriormente, el plegado de la molécula mediante oxidación y 
reacciones enzimáticas; finalmente, se evalúan las aplicaciones del ciclótido 
sintetizado y se puede recurrir a la mutación de algunos aminoácidos para 
determinar la relación entre la secuencia y las actividades biológicas. 
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Figura 9. Resumen de la química asociada a la síntesis, ciclación y 
plegamiento de los ciclótidos (Craik et al., 2011). 
La capacidad de sintetizar péptidos cíclicos permite sustituir residuos 
individuales de aminoácidos. Los análogos resultantes pueden ser sometidos 
a estudios estructurales y de bioactividades para proporcionar información 
sobre la relación estructura-actividad biológica (Conibear et al., 2011). A 
partir de la síntesis química de los ciclótidos es posible modificar la secuencia 
de aminoácidos naturales o efectuar injertos de nuevos aminoácidos en un 
loop específico para obtener diferentes bioactividades o mejorar la eficiencia 
de sus propiedades naturales (Conibear et al., 2011). En la Figura 10 se 
muestran algunas aplicaciones de la síntesis química de ciclótidos. 
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Figura 10. Algunas aplicaciones de la síntesis química de ciclótidos 
(Conibear et al., 2011). 
2.1.10.1 Acoplamiento de la cadena en la síntesis de ciclótidos en 
fase sólida 
La síntesis de péptidos en fase sólida es un método estándar que implica el 
acoplamiento sucesivo de los N-aminoácidos protegidos a una cadena 
peptídica con el extremo C-terminal unido a una resina (Merrifield, 1986). La 
regioselectividad del enlace amida se logra con protección del aminoácido 
por el extremo N-terminal, usando comúnmente ter-butiloxicarbonilo (BOC). 
Actualmente el uso de BOC en la síntesis de ciclótidos se plantea como la 
mejor alternativa, debido a su gran compatibilidad química sin interferir en el 
proceso de ciclación posterior (Craik et al., 2011).  
2.1.10.2 Acoplamiento de la cadena en la síntesis química de 
ciclótidos asistida: Mecanismo Thia-Zip 
La participación de un residuo de cisteína en el extremo N-terminal establece 
el enlace químico nativo del ciclótido, pero en algunos casos este papel es 
ejecutado por grupos tioles internos. En ciclótidos que tiene 5 residuos de 
cisteína internos, se ha propuesto, que ellos también participan en el proceso 
de ciclación. Tam et al., (1999), idearon un mecanismo llamado “Thia-Zip” 
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(Tio-Cremallera), en el cual la formación del enlace tioéster entre residuos de 
cisteína internos y grupos amino en el extremo N-terminal, incrementaban la 
tasa de ciclación del péptido (Tam et al., 1999). 
Aunque la reacción Thia-Zip aporta una explicación razonable para justificar 
la presencia de grupos tioles internos en la estructura de los ciclótidos, Tam y 
sus colaboradores, fueron incapaces de establecer claramente si la 
transtioesterificación  es secuencial a lo largo de la cadena ó si todos los 
grupo tiol están involucrados, como se muestra en la Figura 11,  (Tam et al., 
1999). 
 
Figura 11. Mecanismo propuesto para la reacción de Thia-Zip. a) Ataque 
nuclefílico b) Enlace tiol-cisteína  al grupo tioéster en el extremo C-terminal, 
formando una tiolactona intramolecular. c) Aumento gradual en el tamaño del 
anillo, como consecuencia de la formación de la tiolactona. d) Aproximación 
de los extremos N y C terminal, dando lugar a una transferencia S, N-acil e) 
Formación del esqueleto peptídico cíclico (Tam et al., 1999). 
2.2 Generalidades de la familia Violaceae 
La familia Violaceae comprende 23 géneros y cerca de 825-900 especies 
distribuidas en todo el mundo. La subclasificación de la familia Violaceae ha 
sido estudiada por pocos taxónomos; de acuerdo con los últimos sistemas de 
clasificación, la familia Violaceae se divide en tres subfamilias, Leonioidaeae, 
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Fusispermoideae y  Violoideae, esta última contiene la mayor parte de los 
géneros (Hodges et al., 1995).  
Esta clasificación se basa en la disposición de los pétalo, el tipo de los frutos, 
el tipo de semilla y las escamas dorsales (Munzinger y Ballard, 2003). La 
subfamilia Violoideae se divide en dos tribus, Violeae y Rinoreae (Hekking 
1988; Munzinger y Ballard, 2003).  
La familia Violaceae en Colombia reportaba para el año de 1954, 10 géneros. 
Investigaciones recientes realizadas por el Herbario Nacional Colombiano 
reportan 9 géneros y 65 especies (exceptuando el género Viola), distribuidos 
de la siguiente manera: Amphirrhox (1 especie), Anchietea (2 especies), 
Corynostylis (3 especies), Fusispermum (2 especies), Gloeospermum (7 
especies y una variedad), Hybanthus (8 especies), Leonia (5 especies), 
Paypayrola (4 especies) y Rinorea (26 especies, 4 variedades y 2 formas) 
(Herbario Nacional de Colombia, 2010). 
2.2.1 Descripción morfológica de la familia Violaceae 
En general, son plantas herbáceas ó leñosas (árboles o hierbas) con hojas 
espaciadas u opuestas, con flores solitarias o con inflorescencia diversa, con 
dos bractéolas en el penúnculo, habitualmente hermafroditas, actinomorfas 
(simetría radial en las hojas) o zigomorfas (hojas irregulares); cáliz de cinco 
sépalos persistentes; corola pentámera (cinco pétalos) con todas sus piezas 
iguales, o con dos parejas de pétalos laterales semejantes, siendo el 
delantero mayor prolongado en su base a modo de saco o espolón; androceo 
compuesto de cinco estambres anternipétalos, con los filamentos libres o 
concrescentes, todos iguales en las flores actinomorfas o bien distintos en 
las zigomorfas y en este caso los dos delanteros a menudo apendiculados en 
la base; ovario superior unilocular (de una sola célula) ; las placentas son 
marginales con los carpelos en números de 2 a 5, generalmente 3; el fruto es 
una cápsula o baya; semillas con endospermo olífero (García, 1992). 
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La subfamilia Leonioideae presenta  flores actinomorfas, pétalos 
quincunciales, filamentos connados (unidos entre sí) y un gineceo (conjunto 
de órganos femeninos en la flor) pentámero (Hekking, 1988). 
2.2.2 Distribución geográfica de la familia Violaceae 
La familia Violaceae es una familia cosmopolita, su presencia ocurre tanto en 
regiones templadas como en regiones tropicales. En la Figura 12 se muestra 
la distribución geográfica de la familia Violaceae en el mundo. 
 
Figura 12. Distribución geográfica de la familia Violaceae en el mundo 
(coloración verde indica su presencia) (Hekking, 1988). 
2.2.3 Generalidades de la subfamilia Leonioideae 
La subfamilia Leonioideae se caracteriza por tener flores actinomorfas; 
pétalos imbricados irregulares o quincunciales; filamentos fusionados en un 
solo tubo; tecas horizontales orientadas en la margen superior del tubo con  
3–5 óvulos por carpelo. Frutos globosos e indehiscentes con endospermo 
copioso (Feng y Ballard, 2005) 
2.2.3.1 Taxonomía de la especie Leonia triandra 
En la Figura 13 se muestra una fotografía de la parte aérea de la especie 
Leonia triandra. 
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A continuación se presentan algunos aspectos sobre la taxonomía de la 







Especie: Leonia triandra 
 
Figura 13. Leonia triandra (Violaceae). 
2.2.3.2 Descripción morfológica del género Leonia 
Está constituido por plantas con estivación quincuncial de sus pétalos y se 
caracterizan por tener semillas mucilaginosas (Hekking, 1988). 
2.2.3.3 Distribución geográfica de la especie Leonia triandra 
La especie Leonia triandra se ha encontrado sólo en América del sur, en 
países como Colombia, Ecuador, Venezuela, Brasil y Panamá. En la Figura 
14 se muestra la distribución geográfica de la especie Leonia triandra en el 
mundo (Fouqué, 1972). 
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Figura 14. Modelo de distribución geográfica de la especie Leonia triandra 
mundialmente (coloración verde indica su presencia) (Fouqué, 1972). 
2.2.4 Ciclótidos aislados de la familia Violaceae 
Más de 150 ciclótidos se han aislados y caracterizado de la familia 
Violaceae; se estima que el número de ciclótidos en esta familia excede los 
9000 (Gerlach et al., 2010). Entre las especies donde se han aislado 
ciclótidos se encuentran: Viola odorata, Viola baoshanensis, Viola yedoensis, 
Viola hederaceae, Viola tricolor, Viola arvensis, Viola biflora, Viola cotyledon, 
Leonia cymosa, Viola adunca, Viola abyssinica, Hybanthus floribundus E, 
Hybanthus flotibundus W, Hybanthus monopetalus, Hybanthus stellarioides, 
Hybanthus vernonii, Hybnathus calycinus, Hybanthus, debilissimuus, 
Hybanthus enneaspermus, Hybanthus epacroides, Melicytus ramiflorus, Viola 
pinetorum, Gloeospermum blakeanum, Gloeospermum pauciflorum y Viola 
tianshanica.  
En la especie Leonia cymosa (Violaceae), perteneciente al mismo género 
que Leonia triandra (Violaceae), se reportaron cuatro ciclótidos con masas 
entre los 2800 y 3200 Da que han reportado actividad anti-VIH (Hallock et al., 
2000) 
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En el Anexo 1 se muestran los ciclótidos aislados hasta la fecha, de plantas 
de la familia Violaceae. 
2.3 Generalidades sobre la cromatografía 
La cromatografía es un método de separación de mezclas donde se pone en 
contacto la fase estacionaria (el soporte) con otra fase que es la móvil. La 
muestra se introduce en la fase móvil y es transportada a lo largo de la 
columna que contiene la fase estacionaria. Los compuestos presentes en la 
muestra experimentan interacciones repetidas entre la fase móvil y la fase 
estacionaria. Al final del proceso los componentes separados emergen en 
orden creciente de interacción con la fase estacionaria (Rubinson et al., 
2001). 
El empleo de una técnica de separación asociada con la detección 
espectroscópica en línea se conoce como técnicas acopladas (Sarker et al., 
2010). El acoplamiento con técnicas espectroscópicas ha sido de gran 
utilidad para el análisis cuantitativo y cualitativo de compuestos presentes en 
mezclas de extractos naturales. 
2.3.1 Cromatografía de Columna 
En este tipo de cromatografía la fase estacionaria está constituida por un  
sólido que se empaqueta en una columna, normalmente de vidrio. Los 
componentes a separar se añaden en forma soluble por la parte superior de 
la columna, quedando retenidos en la misma. Posteriormente, los 
componentes se desplazan a lo largo del soporte por la fase móvil líquida.  
Dependiendo de la absorción selectiva de cada uno de ellos por la fase 
estacionaria se eluyen a distintas velocidades, efectuándose de esta manera 
la separación (Rubinson et al., 2001). 
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Las adiciones sucesivas de la fase móvil logran desplazar las moléculas del 
soluto, de tal manera que la separación de los compuestos se lleva a cabo 
adicionando suficiente cantidad de la fase móvil a través de la columna hasta 
el aislamiento de sus bandas individuales (Sarker et al., 2010). 
2.3.2 Cromatografía de columna flash 
La Cromatografía flash es un método de purificación de compuestos que se 
basa en Cromatografía a presión, a diferencia de los sistemas tradicionales 
que son más lentos e ineficientes efectuados a gravedad. 
La cromatografía flash difiere de la cromatografía tradicional de columna 
básicamente por el tamaño de las partículas del soporte, que es menor y en 
la mayor contrapresión causada por el soporte que usa una fuente de presión 
para generar el caudal apropiado de la fase móvil en la columna (Skoog et 
al., 1999). 
2.3.3 Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) 
En la actualidad la cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) ha llegado 
a ser una de las técnicas de laboratorio más importantes como herramienta 
analítica para separar e identificar compuestos químicos de gran intereses 
(Sarker et al., 2010). 
Las razones de la popularidad de esta técnica son su sensibilidad, su fácil 
adaptación a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la 
separación de especies no volátiles o termolábiles y, sobre todo, a su gran 
aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria y en 
muchos campos de la ciencia (Cunico et al., 1998); por ejemplo, 
aminoácidos, proteínas, ácidos nucléicos, hidrocarburos, carbohidratos, 
medicamentos, terpenoides, plaguicidas,  antibióticos, esteroides, especies 
organometálicas y cierta variedad de sustancias inorgánicas son fácilmente 
cuantificadas utilizando HPLC. 
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2.3.4 Condiciones HPLC en fase reversa  para separar ciclótidos 
En HPLC en fase reversa (RP-HPLC) el agente más usado en la supresión 
de cargas de los péptidos es el ácido trifluoracético. El control de pH es un 
parámetro importante en la separación de estos compuestos, el mayor 
beneficio de trabajar a pH bajos es la eliminación del incremento en los 
tiempos de retención y el ensanchamiento de los picos (Esquivel et al., 
2004). En la Tabla 2 se muestran algunas condiciones cromatográficas 
usadas para el aislamiento y purificación de ciclótidos por RP-HPLC. 
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Para la purificación de ciclótidos por HPLC se utiliza un detector de UV a 
longitudes de onda entre 214 y 280 nm; a la longitud de onda de 215 nm se 
obtienen las absorbancias de péptidos que contienen menos de 50 residuos 
de aminoácidos, como lo es el caso de los ciclótidos; a una longitud de onda 
de 254 nm se produce la absorbancia los residuos de cisteína; finalmente, a 
uno longitud de onda de 280 nm se produce el máximo de absorción de los 
aminoácidos aromáticos e histidina (Ireland et al., 2006). 
2.4 Generalidades sobre la electroforesis (PAGE) 
La electroforesis es una técnica para la separación de moléculas 
dependiendo de la movilidad de estas en un campo eléctrico a través de una 
matriz porosa, la cual finalmente las separa por tamaños moleculares ó carga 
eléctrica, dependiendo de la técnica que se use (Rouessac, 2003). 
La electroforesis es un método ideal para separación e identificación de 
proteínas, determinando propiedades importantes como el punto isoeléctrico  
y el peso molecular aproximado de las mismas proteínas (Nelson et al., 
2004). 
Los soportes de elección para la electroforesis de proteínas son los geles de 
poliacrilamida (PAGE, polyacrilamide  gel electrophoresis) debido a su buena 
resolución y gran versatilidad. Además, poseen una serie de ventajas tales 
como: ser químicamente inertes, estables en un amplio rango de pH, 
temperatura y fuerza iónica y fáciles de generar mediante la polimerización 
de acrilamida (Westermeier, 1993). 
Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerización de la acrilamida 
por acción de un agente entrecruzador, la bis-acrilamida en presencia de un 
iniciador y un catalizador. Como iniciador se suele utilizar TEMED (N,N,N,N'-
tetrametilnediamina) y como catalizador el ión persulfato, que se añade en 
forma de persulfato amónico (Conradsen et al., 1992). 
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La electroforesis SDS-PAGE es la más ampliamente usada en la separación 
de ciclótidos. La electroforesis se realiza en geles de poliacrilamida en 
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS). En este tipo de electroforesis 
las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de agentes 
desnaturalizantes, como el β-mercaptoetanol, que destruye los puentes 
disulfuro y SDS que desnaturaliza y recubre a la proteína con cargas netas 
negativas, separándolas en cadenas polipeptídicas aisladas (Hames et al., 
2002). 
El β-mercaptoetanol reduce los puentes disulfuro (Cys-S-S-Cys) a grupos 
tioles simples (Cys-SH) y agentes como la urea, rompen los puentes de 
hidrógeno. Para realizar la disociación de las proteínas en sus subunidades 
características y la pérdida de la estructura secundaria de las mismas se 
suele calentar la muestra antes de ser cargada en el gel. En la Figura 15, se 
presenta el efecto que tiene el tratamiento de las proteínas con los agentes 
desnaturalizantes. 
 
Figura 15. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. 
Estructura del SDS (Hames et al., 2002). 
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En resumen, el tratamiento de las muestras con agentes desnaturalizantes 
propicia la desnaturalización de las proteínas, inducen a la pérdida de la 
estructura secundaria y la disociación de las subunidades. Las proteínas 
quedan  cargadas  negativamente y migran del polo negativo al positivo 
durante la electroforesis (Hames, 2002). 
2.5 Generalidades sobre la Sigatoka Negra 
El banano y plátano (Musa spp.) se encuentran entre los cultivos más 
importantes en los países del trópico y subtrópico, ocupando el cuarto lugar 
en producción después del arroz, el trigo y el maíz. La producción mundial de 
plátano en el 2007 fue de 34,4 millones de toneladas (FAOSTAT, 2009).  
El plátano es susceptible a una serie de plagas y enfermedades que pueden 
afectar diferentes órganos de la planta, una de ellas es la Sigatoka Negra, 
causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, ocasionando 
necrosis, disminución del tejido foliar con actividad fotosintética, maduración 
prematura de los frutos, en consecuencia, generando pérdidas considerables 
(Stover et al., 1987). 
Como resultado de su alta agresividad, la Sigatoka Negra se ha convertido 
en un problema para los cultivadores y para la seguridad alimentaria en 
muchas regiones del mundo; por lo cual, hoy en día, es un componente de 
primer orden de la mayoría de proyectos priorizados por la Red Internacional 
para el Mejoramiento del Banano y el Plátano (INIBAP) y por  la Red de 
Investigación y Desarrollo del Plátano y el Banano para la América  Latina y 
el Caribe (MUSALAC) (INIBAP, 2002).   
2.5.1 Identificación y clasificación 
El ciclo de vida de Mycosphaerella fijiensis Morelet se caracteriza por tener 2 
fases, una fase perfecta y la otra imperfecta (Alexoupoulos et al., 1979). En 
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la Tabla 3 se muestra la clasificación taxonómica de las fases del hongo 
Mycosphaerella fijiensis Morelet. 
Tabla 3. Clasificación de las fases perfecta e imperfecta del hongo 
Mycosphaerella fijiensis (Alexoupoulos et al., 1979). 
CLASIFICACIÓN FASE PERFECTA FASE IMPERFECTA 
Clase Ascomicetes Hyphomycetae 
Subclase Euascomicetes Hyphomicetales 
Orden Pseudospaeriles Demadaceae 
Familia Mycosphaerella Cercospora 
 
Fase perfecta 
Esta etapa se caracteriza por la formación de pseudotecios, espermagonios 
y ascosporas. Los pseudotecios y espermagonios, se forman en mayor 
cantidad durante las fases 2 y 3. Los espermagonios son más abundantes en 
la cara inferior de la hoja. Los espermagonios maduros contienen hileras de 
espermacios (Fouré, 1982). 
Fase imperfecta 
Los primeros conidióforos se observan fácilmente en la fase 2. Los 
conidióforos son el resultado de la reproducción asexual, son obclavados, 
hialianos a pardo oliváceos con uno a diez septos (Meredith et al., 1969). 
2.5.2 Ciclos de vida 
El ciclo de vida de M. fijiensis consiste en dos fases bien diferenciadas, las 
cuales son: la diseminación del hongo y la infección e interacción con el 
hospedero o planta (Figura 16). 
 
 
                                                                                                     




Figura 16. Ciclo de vida asexual y sexual del hongo Mycosphaerella fijiensis 
(Mourichon et al., 1997) 
 
2.5.3 Síntomas de la enfermedad 
En el desarrollo de la enfermedad se distinguen seis estadíos (Meredith et 
al., 1969). En la Tabla 4 se resumen las principales características de cada 
uno de ellos. 





Corresponde a una pequeña decoloración de 
aproximadamente 1 mm de largo, de color blanca o amarilla 
en su fase inicial y visible únicamente en el envés de la hoja. 
Para observarla debe exponerse la hoja a la luz. 
 
La decoloración se convierte en una estría de 2 a 3 mm de 
largo, de color rojizo, logrando ser observada, tanto en el 
envés como en el haz de la hoja 
 
La estría aumenta sus dimensiones, haciéndose más larga y 
ancha. Es cuando partir de este estadio aparecen los 
conidioforos, los cuales dan lugar a la producción de 
conidios. 
                                                                                                     






Se presenta una macha ovalada, que toma una coloración 
café oscuro en el envés y negro en el haz de la hoja 
 
Se diferencia por ser una macha totalmente negra, elíptica y 
rodeada por un halo amarillo, cuyo centro empieza a 
hundirse 
 
Finalmente, el centro de la mancha se seca alcanzando un 
color blanco-grisáceo, en la que puede apreciarse 
claramente la presencia de los peritecios 
 
2.5.4 Control de la enfermedad 
El control de la Sigatoka Negra se realiza fundamentalmente a través de 
aspersión con productos de síntesis química. Dichos fungicidas deben ser 
aplicados en intervalos de 7 a 12 días, lo cual genera la aplicación de 35 a 50 
ciclos de fungicida al año, con altos costos de producción en los cultivos 
(Chica et al., 2004). 
No obstante, estos fungicidas han sido considerados de alto riesgo para el 
medio ambiente y la salud humana. Teniendo en cuenta la resistencia que 
han adquirido las poblaciones del patógeno a muchos fungicidas 
comerciales, así como, las implicaciones al medio ambiente y al propio 
hombre de tales productos, se están desarrollando diferentes programas de 
mejoramiento genético con el propósito de obtener variedades resistentes a 
esta enfermedad y que además sean mas amigables con el medio ambiente 
y menos tóxicos para las personas que realizan las fumigaciones (Marín et 
al., 2003). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
La Sigatoka Negra es la enfermedad que amenaza seriamente a la industria 
platanera y bananera a nivel mundial; es mucho más virulenta que la 
Sigatoka Amarilla y su control es considerablemente más difícil. En los 
países productores de banano y plátano, su incidencia exige considerables 
inversiones económicas que se generan por concepto de la compra de 
fungicidas y de toda la infraestructura requerida para su aplicación, así como 
el pago a operarios.  
De acuerdo a los estimativos realizados por CENIBANANO en el año 2006, 
para el control de la Sigatoka Negra se invirtieron cerca de $32.000 millones 
de pesos en productos químicos en las zonas bananeras de Colombia; por 
esta razón, se han realizado investigaciones sobre el efecto de diferentes 
agentes para el control de esta enfermedad que afecta a nivel global los 
cultivos de plátano y banano, entre ellos se encuentran los extractos 
vegétateles (Bornacell, 2009). 
Las plantas tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna y  son 
fuente directa de agentes terapéuticos que sirven como materia prima para la 
obtención de medicamentos sintéticos más complejos (Cragg et al., 1997). 
En los últimos años se han aislado péptidos cíclicos, que tienen estructuras 
semejantes a las verdaderas proteínas, que se denominan ciclótidos; estos 
han sido reportados para cuatro familias de plantas: Rubiaceae, Violaceae, 
Fabaceae y Cucurbitaceae. En la familia Violaceae parecen estar presentes 
en todos los géneros y especies. Estudios recientes indican que podrían 
estar presentes en otras familias, (Gruber et al., 2008). 
Por otra parte, no existen reportes en la literatura sobre la evaluación 
fitoquímica, las actividades biológicas, ni la naturaleza de los ciclótidos de 
Leonia triandra (Violaceae). Varios ciclótidos aislados de una especie de este 
                                                                                                     
- 36 - 
 
mismo género, Leonia cymosa, presentaron actividad anti-VHI (Hallock et al., 
2000). 
El amplio rango de actividades biológicas atribuidas a estas moléculas 
sugiere que la estabilidad provista por el nudo de cistina cíclico (CCK) las 
convierte en modelos promisorios para la producción de nuevos agentes en 
las industrias farmacéutica (Barry et al., 2004) y agrícola (Alexander, 2001). 
Sobre la estructura de los ciclótidos se podrían insertar aminoácidos 
diferentes a los de la secuencia nativa para obtener ciclótidos con nuevas 
propiedades y actividades (Craik et  al., 2006). 
  
                                                                                                     
- 37 - 
 
4. OBJETIVOS 
4.1 Objetivo general 
 
 Caracterizar ciclótidos con actividad fungicida contra Mycosphaerella 
fijiensis Morelet (Sigatoka Negra) presentes en la especie Leonia 
triandra (Violaceae). 
 
4.2  Objetivos específicos 
 
 Aislar un ciclótido en el extracto DCM: MeOH (1:1) de Leonia triandra 
(Violaceae)  a través de técnicas cromatográficas 
 Determinar la estructura de un ciclótido aislado de la Leonia triandra 
(Violaceae) a través de técnicas espectroscópicas y espectrométricas. 
 Establecer la actividad fungicida de los ciclótidos aislados de Leonia 
triandra (Violaceae) contra el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet 
causante de la enfermedad más perjudicial en los cultivos de plátano y 
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5. SECCIÓN EXPERIMENTAL 
5.1 Materiales 
5.1.1 Reactivos 
En los proceso de extracción y purificación por cromatografía de columna se 
utilizaron solventes analíticos. En el proceso de purificación de ciclótidos se 
usaron soportes de Poliamida 6S Sigma Aldrich (St. Louis, USA); Sephadex 
G-10 Sephadex G-10 de la marca Healthcare Life Sciences (Estocolmo, 
Suecia); y  Octadecilsilano (C18) Supelco (Pennsylvania, USA). 
Los medios de cultivo usados fueron, agar papa dextrosa (PDA) Merck 
(Darmstadt, Alemania) y agar bacteriológico N° 1, Oxoid (Basingstoke, 
Hampshire, Inglaterra), el benlate para suplementar al medio de cultivo de la 
marca DuPont (Wilmington, Delaware, USA). 
5.1.2 Equipos 
 Balanza analítica, Ohaus Adventures (New Jersey, USA) 
 Refrigerador para el almacenamiento de productos químicos, LG 
Electronics (New Jersey, USA) 
 pH-metro, Fisher Scientific AB15 (Florida, USA) 
 Micropipetas Eppendorf de 0-10, 10-100 y 100-1000 µL (Sachsen, 
Alemania) 
 Material de vidrio, Schott-Duran (Tirschenreuth, Alemania) 
 HPLC analítico Agilent 1100 (Santa Clara, California, USA) 
 HPLC preparativo Agilent 1100 (Santa Clara, California, USA) 
 LC-MSD-Trap SL Agilent (Santa Clara, California, USA) 
 Cromatógrafo líquido Ultimate nano-LC system (LC Packings) 
acoplado a un espectrómetro de masas QSTAR XL Hybrid LC-MS/MS, 
Applied Biosystems (Warrington, Inglaterra) 
 Cabina de flujo laminar flow 100 UV (Purificación y Análisis de Fluidos) 
 Autoclave manual, All American, modelo 25X de 25 L (Wisconsin, 
USA) 
 Rotaevaporador, Loborata 4000, Heidolph (Bayern, Alemania) 
 Espectofotómetro, Schott Instruments (Tirschenreuth, Alemania) 
 Microscopio de luz trasmitida FL Axios Plus Zeiss (Göttingen, 
Alemania) 
 Incubadora, WTB Binder (Baden-Würtemberga, Alemania) 
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 Baño termostático, Mermert WBU 45  (Bayern, Alemania) 
 Pie de rey Scienceware (Wayne, New Jersey, USA) 
 Cámara de electroforesis vertical Protean II BioRad (California, USA) 
 
5.1.3 Material vegetal 
La madera de Leonia triandra Cuatrec. Ex L.B. Sm & A. Fernández. 
(Violaceae) fue recolectada en Norcacia (Caldas, Colombia) en el sector de 
La Mula, en las coordenadas, Norte: 05° 33´ 45,3´´, W: 074° 54´16,1´´ a una 
altura de 624 msnm, en el mes de Noviembre del año 2009 y fue clasificada 
por el taxónomo Heriberto Antonio David Higuita; un ejemplar de la planta 
recolectada fue depositado en el Herbario de la Universidad Nacional, Sede 
Medellin (Antioquia, Colombia) con el Voucher (HD 2952). 
5.2 MÉTODOS 
 
5.2.1 Extracción del material vegetal de Leonia triandra 
La mezcla de solventes ideales para la extracción de ciclótidos a partir del 
material vegetal aún no esta estandarizada; para el desarrollo de este 
proyecto se trabajaron dos extractos de Leonia triandra (Violaceae), un 
extracto metanólico (Claeson et al., 1998) y un extracto obtenido con una 
mezcla de DCM-MeOH (1:1) (Ireland et al., 2010). 
Para la obtención del extracto metanólico se tomaron 3800 g de madera seca 
y molida de Leonia triandra; mientras que para el  extracto DCM-MeOH (1:1) 
se tomaron 1047,9 g. Las extracciones se realizaron por maceración pasiva 
durante 48 horas, para un total de 6 extracciones con cada uno de los 
solventes. Los extractos fueron concentrados a sequedad a presión reducida 
y almacenados a -10°C, hasta su utilización. 
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5.2.2 Obtención de ciclótidos  
5.2.2.1 Obtención de los ciclótidos en el extracto metanólico 
Diez gramos (10 g) del extracto metanólico se disolvieron en la mínima 
cantidad de ácido acético (AcOH) al 2% y fueron eluídos en una columna de 
Poliamida 6S (45 cm x 2 cm) para eliminar los taninos, usando como primer 
eluente 250 mL AcOH (2%) y finalmente 250 mL AcOH (2%)-EtOH (50%) 
(1:1); las dos fracciones obtenidas fueron posteriormente fraccionadas en 
una columna de Sephadex G-10 (45 cm x 5 cm) para eliminar los azúcares, 
usando como eluente AcOH(2%)-EtOH(50%)-NaCl 0,2M (1:1:1); 
seguidamente, las fracciones fueron sometidas a cromatografía de columna 
flash (30 cm x 2,2 cm) con 10 g octadecilsilano (C18) (45 cm x 2,2 cm), 
utilizando como sistema de elución un gradiente constituido por CH3CN-ácido 
triflúor  acético (TFA) 0,1% (0:100%), recogiéndose 6 fracciones, como se 
resume en la Tabla 5. 
Tabla 5: Composición de las fracciones obtenidas por cromatografía de 
columna flash C18. 
FRACCIÓN PORCENTAJE TFA (0,1%) PORCENTAJE CH3CN 
1 100 0 
2 80 20 
3 60 40 
4 40 60 
5 20 80 
6 0 100 
El procedimiento realizado para el fraccionamiento de ciclótidos del extracto 
metanólico se muestra en el Anexo 2. 
5.2.2.2 Obtención de los ciclótidos en el extracto DCM-MeOH (1:1) 
Ocho gramos (8 g) del extracto DCM: MeOH (1:1), se dividieron en 4 tubos 
de centrifuga con 2 g cada uno, se solubilizaron en la mínima cantidad de 
TFA 0,1% y fueron sometidos a cromatografía de columna flash (30 cm x 2,2 
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cm) con 10 g octadecilsilano (C18), utilizando como sistema de elución un 
gradiente de CH3CN-TFA 0,1% (0:100%), obteniéndose 6 fracciones (Ireland 
et al., 2010). 
El protocolo para el fraccionamiento de ciclótidos del extracto DCM: MeOH 
(1:1) se muestra en el Anexo 3. 
5.2.3 Cromatografía de capa delgada (CCD) para la detección de 
ciclótidos 
Las fracciones obtenidas por cromatografía de columna a través de un 
soporte C18 a partir de los extractos DCM-MeOH (1:1) y metanol de Leonia 
triandra se evaluaron por CCD siguiendo el protocolo de Xu et al., (2008). 
Las muestras fueron sembradas en 5 placas diferentes de silica gel 60F254 (5 
cm x 4,5 cm); el sistema de elución empleado fue n-butanol-ácido acético-
agua (3:1:1). Las placas se revelaron con vapores de yodo, reactivo de 
Dragendorff, Ninhidrina 0,2 % en etanol (una placa fue hidrolizada con HCl 
concentrado en estufa a 110°C durante 2 horas y la otra placa no fue 
hidrolizada), Azul de Coomassie G-250 (0,025%); En la Tabla 6 se muestran 
las coloraciones respectivas para cada revelador siguiendo el criterio de Xu 
et al., (2008). 
Tabla 6. Coloraciones positivas para la presencia de ciclótidos (Xu et al., 
2008). 
REVELADOR COLORACIÓN POSITIVA PARA CICLÓTIDOS 
Yodo Café 
Dragendorff Café ó naranja brillante 
Ninhidrina (placa hidrolizada) Amarillas  
Ninhidrina (placa sin hidrolizar) Fucsia ó morado 
Azul de Coomassie Siam (azul) 
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En la Tabla 7 se muestran los resultados a observar al realizar la evaluación 
por CCD para ciclótidos según Xu et al., (2008). 
Tabla 7. Determinación de la presencia de ciclótidos por cromatografía de 















Aminoácidos +/- +/- + + - 
Ciclótidos + + +/- + + 
Ciclopéptidos + +/- - + - 
Péptido lineal + + + + - 
Proteína + + + + + 
(-) Ausencia,  (+) Presencia    (+/-) Presencia o ausencia 
A partir de este procedimiento se infiere la existencia de ciclótidos por CCD si 
las placas reveladas con Yodo, Dragendorff, Ninhidrina (placa hidrolizada) y 
con azul de Coomassie (0,025%) presentan resultados positivos; con 
relación a la placa sin hidrolizar revelada con Ninhidrina (0,2%), la cual 
podría coloraciones que no evidencien la presencia de ciclótidos Xu et al., 
(2008). 
5.2.4 Determinación de la actividad fungicida contra Mycosphaerella 
fijiensis 
La determinación de la actividad fungicida de los extracto de Leonia triandra 
contra la fase sexual de M. fijiensis  se realizó por el método del tubo 
germinativo de las ascosporas; para la determinación de la actividad 
fungicida contra la fase asexual de M. fijiensis se realizó la medición del 
crecimiento radial del hongo durante 20 días. Para ambos métodos se realizó 
la selección de hojas enfermas en los estadíos 5 y 6 de la enfermedad, la 
activación del hongo en una cámara húmeda y la descarga de ascosporas 
sobre el agar bacteriológico. 
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5.2.4.1 Selección de las hojas con síntomas de la enfermedad 
Se realizó la recolección del tejido foliar infectado con el hongo M. fijiensis en 
los estadíos 5 y 6 de enfermedad (Figura 17). 
 
Figura 17. Selección de hojas enfermas para realizar los ensayos de la 
actividad anti-Sigatoka Negra (Niño et al., 2007). 
La parte verde de las hojas fue separada y eliminada, el tejido necrosado fue 
usado para los bioensayos.  
5.2.4.2 Preparación de la cámara húmeda 
Las hojas con tejido necrosado en los estadíos 5 y 6 fueron colocadas en 
una cámara húmeda para favorecer la maduración y la fructificación, 
garantizando la formación de conidios y la maduración de las ascosporas 
(Pérez, 2002). El procedimiento realizado para la cámara húmeda y la 
descarga de ascosporas de Sigatoka negra se describe en el Anexo 4. 
5.2.4.3 Preparación del medio de cultivo suplementado con el 
extracto 
Con el fin de determinar el efecto que causan los extractos de Leonia triandra 
sobre los tubos germinativos de las ascosporas y el micelio de M. fijiensis, los 
medios de cultivo, el agar bacteriológico N° 1 al 2%, así como el de PDA 
fueron suplementados con el extracto metanólico o DCM-MeOH (1:1) de 
Leonia triandra a 1000 mg/L. El solvente para disolver los extractos, EtOH-
                                                                                                     
- 44 - 
 
H2O (7:3), tenia una concentración de 1,5%. Como controles negativo y 
positivo se usaron EtOH-H2O (7:3) y  Benlate a 1 mg/L, respectivamente. 
5.2.4.4 Método de elongación de tubo germinativo de las 
ascosporas de M. fijiensis 
Para determinación in vitro de la actividad fungicida de los extractos de 
Leonia triandra en la fase sexual del hongo M. fijiensis, se evaluó por 
triplicado la elongación del tubo germinativo de las ascosporas siguiendo el 
método propuesto por DuPont (1983). El procedimiento de descarga de 
ascosporas de M. fijiensis se describe en el Anexo 5. 
Una vez realizada la descarga de las ascosporas (Anexo 5) y pasadas las 24 
horas, se efectuó la lectura de las ascosporas en dos cajas de Petri 
repartidas en tres campos visuales de 50 ascosporas cada uno, empleando 
un microscopio de luz bajo aumento 10X. Se registró el número de 
ascosporas con germinación normal (GN), germinación deforme (GD), 
germinación corta (GC) y no germinadas (NG) con el propósito de evaluar el 
porcentaje de inhibición de los extractos (Figura 18). 
 
Figura 18. Tipos de germinación de las ascosporas del hongo M. fijiensis. A) 
Germinación normal. B) Germinación deforme. C) Germinación corta. D) No 
germinada. 
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Para considerar la existencia de actividad fungicida contra la fase sexual de 
M. fijiensis, el porcentaje de ascosporas deformes y ascosporas no 
germinadas debía ser similar al porcentaje obtenido con el control positivo, 
para este caso benlate (1 mg/L); si el porcentaje de ascosporas con 
germinación normal es mayor, se considera que el extracto evaluado no tiene 
actividad fungicida contra este hongo. 
5.2.4.5 Metodología de crecimiento radial de M. fijiensis 
Con este método se determinó el efecto que causan los extractos de Leonia 
triandra en la fase asexual del hongo M. fijiensis causante de la Sigatoka 
Negra, la lectura del ensayo se realizó durante 20 días.  
5.2.4.5.1 Obtención del cultivo monospórico de M. fijiensis 
Para el bioensayo de crecimiento radial del hongo M. fijiensis se requiere un 
cultivo monospórico, para garantizar así, que el ensayo se realice con una 
sola colonia del hongo (Gómez et al., 1999). 
Para la obtención del cultivo monospórico, se deben realizar los 
procedimientos de cámara húmeda (Anexo 4) y la descarga de ascosporas 
(Anexo 5) modificando el agar bacteriológico Nº 1 al 3% (Niño et al., 2007). El 
procedimiento realizado para la obtención del cultivo monospórico de M. 
fijiensis se describe en el Anexo 6. 
5.2.4.5.2 Preparación y siembra del inóculo de M. fijiensis 
Después de pasados los 14-20 días de incubación bajo la luz continua, se 
preparó una solución del hongo para sembrarlo por superficie en 3 cajas de 
Petri que contenían agar PDA al 2% suplementado con el extracto (Quiñones 
et al., 2000). En ensayo se realizó por duplicado. El protocolo para la 
preparación y siembra del inóculo para el ensayo de crecimiento radial se 
describe en el Anexo 7. 
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Se realizó la medición del crecimiento radial de las colonias de M. fijiensis en 
tres cajas de Petri con un pie de rey de 5 colonias por cada caja y con 
lecturas en los días 7, 9, 12, 15 y 20 de incubación, para determinar el efecto 
fungicida del extracto sobre el crecimiento radial en la fase asexual del hongo 
(Quiñones et al., 2000). Se promediaron los diámetros del radio de las 5 
colonias evaluadas en el día 20 y con estos resultados se realizó un grafico 
comparativo con los promedios obtenidos con los controles positivo y 
negativo usando el software Excel versión 2010; además, se realizó un 
análisis de varianza no paramétrica por el método de Kruskall-Wallis usando 
en software Infostat versión 2011e. 
5.2.5 Separaciones y caracterización de ciclótidos de Leonia 
triandra 
La separación y purificación de los ciclótidos se realizó por cromatografía 
líquida de alta eficiencia, iniciando con el HPLC analítico para establecer las 
condiciones de la separación, que fueron utilizadas para ajustar la 
purificación final de los ciclótidos por HPLC preparativo (P-HPLC). 
5.2.5.1 Establecimiento de las condiciones cromatográficas para 
HPLC analítico 
Se realizó el análisis en un equipo HPLC Agilent 1100 usando el software 
ChemStation versión B.0.3. En la Tabla 8 se muestra el tipo columna, 
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Tabla 8. Condiciones cromatográficas para análisis de ciclótidos por HPLC 
analítico para los extractos MeOH y DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra. 
COLUMNA Hypersil ODS (5µm, 250 x 4 mm) 
ELUENTE 
Gradiente CH3CN-TFA (0,05%) del 10% al 
90% 
TIEMPO DE CORRIDA 45 minutos 
FLUJO 1 mL/min 
DETECTOR Arreglo de diodos 
LONGITUDES DE ONDA 215, 225, 254 y 280 nm 
VOLUMEN DE INYECCIÓN 20 µL 
CONCENTRACIÓN DE LA MUESTRA 10000 mg/L 
 
5.2.5.2 Condiciones cromatográficas para la purificación de 
ciclótidos por HPLC preparativo 
La purificación de ciclótidos se realizó a una de las fracciones obtenidas por 
ODS proveniente del extracto de DCM-MeOH (1:1) (ver numeral 5.2.2.2) en 
un equipo HPLC Agilent 1100 usando el software ChemStation versión B.0.3. 
Las condiciones cromatográficas para HPLC preparativo se resumen en la 
Tabla 9. 
Tabla 9. Condiciones cromatográficas para análisis de ciclótidos por  HPLC 
preparativo 
COLUMNA Zorbax SB-C18 (7µm, 250 x 21,2 mm) 
ELUENTE CH3CN-HCOOH (0,01%) (30:70) 
TIEMPO DE CORRIDA 20 minutos 
FLUJO 10 mL/min 
DETECTOR UV  
LONGITUDES DE ONDA 220 y 280 nm 
VOLUMEN DE INYECCIÓN 1 mL 
CONCENTRACIÓN DE LA MUESTRA 10000 mg/L 
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5.2.5.3 Caracterización de ciclótidos por cromatografía líquida de 
alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas  
La caracterización de los ciclótidos en ambos extractos se realizó utilizando 
un equipo LC/MS Agilent 1100 con trampa de iones. En la Tabla 10 se 
resumen las condiciones para el análisis de ciclótidos por LC-MS. 
Tabla 10. Condiciones para la caracterización de ciclótidos por LC-MS 
ELUENTE 
CH3CN-HCOOH (0,1%) de 10%-60% de 
CH3CN  
TIEMPO DE CORRIDA 80 minutos 
FLUJO 0,3 mL/min 
DETECTOR 
Espectrómetro de masas con trampa de 
iones  
RANGO m/z 200-4000 
ADQUISICIÓN DE DATOS EM Modo ión positivo 
TEMPERATURA VOLATILIZACIÓN 235°C 
VOLUMEN DE INYECCIÓN 2 µL 
 
5.2.5.4 Identificación de ciclótidos por LC-MS/MS 
La identificación de los ciclótidos provenientes del extracto DCM-MeOH (1:1) 
se realizó en el Centro de Investigación Príncipe Felipe en Valencia, España 
mediante un análisis por LC-MS/MS, en un cromatógrafo líquido Ultimated 
nanoLC system (LC Packings) acoplado a un espectrómetro de masas 
híbrido QSTAR XL Q-TOF con tiempo de vuelo (Applied Biosystems). 
Se tomó la fracción LTM E2C1-2 ODS-2C3 (5,8 mg) y se disolvió en 200 µL de 
una solución de bicarbonato amónico (ABC) 100 mM. Se realizaron las 
disoluciones necesarias para obtener una concentración final de 0,25 µg/µL. 
Se tomaron 50 µL de esta solución; los péptidos contenidos en la muestra se 
sometieron a reducción con ditioeritrol (DTT) 10 mM en ABC  50 mM durante 
                                                                                                     
- 49 - 
 
30 minutos a 60 °C. Los tioles libres fueron bloqueados con iodoacetamida 
(IAM) 50 mM en ABC 50 mM durante 10 minutos a temperatura ambiente.  
El volumen de la muestra se ajustó a 90 µL con ABC 50 mM y se dividió en 3 
alícuotas de 30 µL de muestra. Una de las alícuotas se digirió con 75 ng de 
Tripsina a 37°C; la segunda alícuota se digirió con 75 ng de EndoGluC a 
37°C; mientras que la tercera alícuota fue digerida con Quimiotripsina en 
presencia de CaCl2 1 mM. Las mezclas de la digestión se acidularon con      
3 µL de TFA (10%). La concentración final de la muestra para analizar fue de 
0,2 µg/µL. 
Se tomaron 5 µL de cada alícuota y se inyectaron al sistema usando un 
automuestreador FAMOS (LC Packings) con un flujo de 30 µL/min, los 
péptidos fueron inyectados dentro de una pre-columna PepMap C18 (5 
mmx300 µm, 5 µm; LC Packings); posteriormente, fueron eluídos con una 
columna analítica PepMap C18 (150 mm x75 µm, 5 µm; LC Packings) a un 
flujo de 300 nL/min usando un gradiente de CH3CN-TFA (0.05%) (5%-35%), 
durante 45 minutos. El espectrómetro de masas operó en modo de 
adquisición dependiente, en 1-s TOF MS en exploración de 400-2000 m/z, 
seguido por el ión producto 3-s en escaneo de 65-2000 m/z sobre los tres 
iones más intensos en doble o triple carga de iones; con una tolerancia de 
error en el ion padre de 100 ppm y una tolerancia de error en los fragmentos 
de 0,5 Da (Colgrave et al., 2010). 
En la Tabla 11 se presenta un resumen de las condiciones a las que fue 
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Tabla 11. Condiciones de operación para la identificación de ciclótidos por 
LC-MS/MS. 
CONDICIONES DE OPERACIÓN LC-MS/MS PARA DIENTIFICACIÓN DE CICLÓTIDOS 
PRE-COLUMNA PepMap C18 (5 mmx300 µm, 5 µm) 
FLUJO PRECOLUMNA 30µL/min 
COLUMNA PepMap C18 (150 mm x75 µm, 5 µm) 
FLUJO COLUMNA 300 nL/min 
TIEMPO DE CORRIDA 45 min 
DETECTOR Espectrómetro de masas 
RANGO DE m/z 400-2000 m/z 
MODO SCAN MS Cuadrupolo 
MODO SCAN MS/MS Tiempo de vuelo (TOF) 
FUENTE DE IONES ESI (Nano-spray) 
TOLERANCIA DE ERROR EN EL IÓN PADRE 100 ppm 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
6.1 Resultados y discusión del extracto metanólico de Leonia 
triandra 
Para el análisis de los resultados obtenidos con el extracto metanólico de 
Leonia triandra (Violaceae) se siguió el esquema de la Figura 19, en el cual 
se muestran las etapas fundamentales a las que fue sometido el extracto 







Figura 19. Etapas desarrolladas para la caracterización de ciclótidos del 
extracto metanólico de Leonia triandra (Violaceae) 
6.1.1 Obtención del extracto metanólico de Leonia triandra 
Se obtuvieron 24,5315 g del extracto metanólico de Leonia triandra a partir 
de 3800 g de material vegetal de partida. 
6.1.2 Fraccionamiento del extracto metanólico de Leonia triandra 
En la Figura 20 se muestran las columnas de Poliamida 6S (A) y Sephadex 
G-10 (B) utilizadas para el fraccionamiento de ciclótidos del extracto 












Extracto                
DCM-MeOH (1:1)  
Evaluación de la actividad antifúngica 
Detección de 
ciclótidos por CCD 
Detección de 
ciclótidos por UV 
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Figura 20. Fraccionamiento de ciclótidos del extracto metanólico de Leonia 
triandra A) Elución en columna de Poliamida 6S. B) Elución por Sephadex G-
10. 
Las fracciones obtenidas en la columna se Sephadex G-10 fueron eluídas en 
un soporte de C18 usando un gradiente CH3CN-TFA (0,1%) de 0 a 100% de 
CH3CN. 
Las fracciones obtenidas en cada columna y su respectiva designación se 
muestran en la Figura 21. 
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TFA: Ácido trifluoracético, CH3CN: acetonitrilo 
Figura 21. Fraccionamiento del extracto metanólico de Leonia triandra por 
cromatografía de columna (Claeson et al., 1998). 
6.1.3 Caracterización de ciclótidos del extracto metanólico de 
Leonia triandra por cromatografía de capa delgada 
6.1.3.1 Detección de ciclótidos en las fracciones de Sephadex G-
10 y ODS por CCD 
Las fracciones obtenidas en la columna de Sephadex G-10 fueron 
caracterizadas por CCD. En la Figura 22 se muestra la caracterización por 
CCD de la fracción LTMP1F1Se; se utilizó como control un patrón de 
Ciclosporina (carril Nº 5) (péptido cíclico) a 12500 mg/L. 
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Figura 22. Caracterización de la fracción LTMP1F1Se del extracto metanólico 
de Leonia triandra obtenidas por CC de Sephadex G-10. A) Revelada con luz 
UV a 365 nm. B) Revelado con Dragendorff. C) Revelado con Vapores de 
yodo. D) Azul de Coomassie (0,025%). E)  Ninhidrina (0,2%) (Placa sin 
hidrolizar). F) Ninhidrina (0,2%) (Placa hidrolizada). Sistema de elución: n-
butanol-ácido acético- H2O (3:1:1). 
En la Figura 23 se muestra la caracterización por CCD de las fracciones 
obtenidas por cromatografía de columna Sephadex G-10 para la fracción 
LTMP1F2Se. 
 
Figura 23. Caracterización de la fracción LTMP1F2Se del extracto metanólico 
de Leonia triandra obtenidas por CC de Sephadex G-10. A) Revelada con luz 
UV a 365 nm. B) Revelada con Dragendorff. C) Revelada con vapores de 
yodo D) Azul de Coomassie (0,025%). E) Revelada con Ninhidrina (0,2%) 
(Placa sin hidrolizar) F) Revelada con Ninhidrina (0,2%) (Placa hidrolizada). 
Sistema de elución: n-butanol-ácido acético-H2O (3:1:1). 
Las fracciones LTMP1F1Se y LTMP1F2Se obtenidas por cromatografía de 
columna usando un soporte de Sephadex G-10, evidenciaron presencia de 
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ciclótidos en todas las placas realizadas, y aplicando el protocolo y análisis 
propuesto por Xu et al., (2008).  
Las fracciones obtenidas en la columna flash de ODS también fueron 
caracterizadas por CCD presentando las coloraciones respectivas, en la 
Figura 24 se muestran los resultados. 
 Muestra 1: LTM P1F1 Se ODS-1 
 Muestra 2: LTM P1F1 Se ODS-2 
 Muestra 3: LTM P1F1 Se ODS-3 
 Muestra 4: LTM P1F1 Se ODS-4 
 Muestra 5: LTM P1F1 Se ODS-5 
 Muestra 6: LTM P1F1 Se ODS-6 
 Muestra 7: Ciclosporina 12500 mg/L 
 
Figura 24. Caracterización de fracciones del extracto metanólico de Leonia 
triandra obtenidas por CC Flash ODS. A) Revelada con luz UV a 365 nm. B) 
Revelada con Dragendorff. C) Revelada con vapores de yodo. D) Revelada 
con Azul de Coomassie (0,025%). E) Revelada con Ninhidrina (0,2%) (Placa 
sin hidrolizar). F) Revelada con Ninhidrina (0,2%) (Placa hidrolizada). 
Sistema de elución: n-butanol-ácido acético-H2O (3:1:1). 
En la Tabla 12 se resumen los resultados obtenidos para las fracciones 
evaluadas obtenidas por Sephadex G-10 y CC flash ODS del extracto 
metanólico de Leonia triandra. 
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Tabla 12. Resultados obtenidos por CCD para las fracción obtenida por 
Sephadex G-10 y ODS; y su comparación con los resultados para los 














Ciclótidos + + -/+ + + 
LTMP1F1Se + + + + + 
LTMP1F2Se + + + + + 
LTM P1F1SeODS-1 + + + + + 
LTM P1F1SeODS-2 + + + + + 
LTM P1F1SeODS-3 + + - + + 
LTM P1F1SeODS-4 - - - - + 
LTM P1F1SeODS-5 - - - - + 
LTM P1F1SeODS-6 - + - - + 
Ciclopéptidos + -/+ - + - 
Ciclosporina + + - + - 
(-) Ausencia,  (+) Presencia    (+/-) Presencia o ausencia 
Las fracciones obtenidas por Sephadex G-10 evaluadas por CCD (Figura 22 
y 23) evidenciaron presencia de ciclótidos con todos los reveladores. 
Las fracciones LTMP1F1SeODS-2 y LTMP1F1SeODS-3 obtenidas por ODS 
presentaron coloraciones con yodo (Figura 24C) y Dragendorff (Figura 24B), 
pero estos reveladores no son específicos para ciclótidos; por ejemplo, el 
revelador de Dragendorff además de detectar la presencia de ciclótidos 
evidencia la misma coloración naranja ante compuestos alcaloidales, lo que 
podría arrojar un falso positivo en los resultados dado que se trata fracciones 
obtenidas a partir de material vegetal que podría contener este tipo de 
compuestos, además, no se evaluó un control positivo con ningún patrón de 
alcaloides. 
Los reveladores de Ninhidrina y Azul de Coomassie son específicos para 
péptidos cíclicos (Xu et al., 2008). En la Figura 24D se evidencia la 
coloración azul para todas las fracciones reveladas con  azul de Coomassie, 
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este revelador permite diferenciar los ciclótidos de los péptidos cíclicos, dado 
que estos últimos no se caracterizan por tener puentes disulfuro. En la Figura 
24E se evidencia coloración fucsia en la fracción LTMP1F1 SeODS-1 con el 
revelador de Ninhidrina en la placa sin hidrolizar, pero no se puede confirmar 
las presencia de ciclótidos en esta fracción puesto que el resultado con este 
revelador puede ser positivo o negativo; entonces, debe comprobarse su 
presencia basados en los resultados de la placa hidrolizada con HCl 
concentrado y posteriormente revelada con Ninhidrina. En la figura 24F se 
evidenció la presencia de manchas cafés en las fracciones LTMP1F1SeODS-
1, LTMP1F1SeODS-2 y LTMP1F1SeODS-3 y en el patrón de Ciclosporina. 
Según estos resultados las fracciones LTMP1F1SeODS-1, LTMP1F1SeODS-2 
y LTMP1F1SeODS-3 contienen ciclótidos, dado que la CCD no es una técnica 
permita conocer el numero exacto de ciclótidos ni la concentración de ellos 
en la fracción evaluada, estas fracciones fueron las más opcionadas para 
realizar la purificación final por HPLC preparativo 
La purificación de ciclótidos mediante CC usando un soporte C18 permitió la 
separación de ciclótidos, encontrándose estos solo en las tres primeras 
fracciones resultantes del gradiente CH3CN-TFA (0,1%) (0%100%); la 
cromatografía de capa delgada fue un método eficaz para verificar el 
fraccionamiento de la mezcla de ciclótidos. 
6.1.4 Evaluación de la actividad antifúngica contra Mycosphaerella 
fijiensis Morelet del extracto metanólico de Leonia triandra 
 
6.1.4.1 Método elongación del tubo germinativo  
Una vez terminado el periodo de incubación de las cajas de Petri se procedió 
a determinar la actividad antifúngica por el método de elongación del tubo 
germinativo contra Mycosphaerella fijiensis del extracto metanólico de Leonia 
triandra.  
                                                                                                     
- 58 - 
 
Además de evaluar la actividad fungicida del extracto metanólico crudo de 
Leonia triandra por el método de elongación del tubo germinativo de 
Mycosphaerella fijiensis, se evaluó la fracción LTMP1F1SeODS-2 obtenida 
por cromatografía de columna flash ODS a partir de este mismo extracto. 
En la Figura 25 se muestran los porcentajes de inhibición observados sobre 
las ascosporas del extracto metanólico crudo de Leonia triandra  y de la 
fracción LTMP1F1SeODS-2, expresados como germinación normal (GN), 
germinación corta (GC), germinación deforme (GD) y no germinadas (NG). 
 
Figura 25. Porcentajes de inhibición observados sobre las ascosporas de 
Mycosphaerella fijiensis del extracto metanólico de Leonia triandra. 
Se evidencia en los resultados de la Figura 25 que el extracto metanólico 
crudo de Leonia triandra no tuvo actividad fungicida contra Mycosphaerella 
fijiensis dado que el 91 por ciento de las ascosporas crecieron normalmente 
(GN) y solo el 9 por ciento fueron deformes (GD); en la fracción 
LTMP1F1SeODS-2 el 98 por ciento de las ascosporas crecieron normalmente 
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De los más de 160 ciclótidos reportados hasta el momento solo se conocen 
cuatro con actividad fungicida contra hongos que afectan la salud humana; 
no existe ningún reporte sobre actividad fungicida para hongos fitopatógenos 
como lo es Mycosphaerella fijiensis. En la Tabla 13 se muestran los ciclótidos 
que reportaron actividad fungicida y sus concentraciones mínimas inhibitorias 
expresada en µM (Koltay et al., 2005). 
Tabla 13. Reporte de actividad fungicida de ciclótidos y su concentración 
mínima inhibitoria (Koltay et al., 2005). 
ACTIVIDAD ORGANISMO 
MIC (µM) 
Kalata B1 Circulin A Circulin B Cyclopsychotride 
FUNGICIDA 
Candida albicans >500 >500 >500 >500 
Candida kefyr 21,4 18,6 29 14 
Candida tropicalis >500 19,4 >500 56,5 
 
Es posible que los ciclótidos solo posean actividad fungicida contra hongos 
de tipo filamentoso y similares a las levadura como los son Candida albicans, 
Candida kefyr y Candida tropicalis; y que no produzcan el mismo efecto 
sobre hongos que atacan plantas como lo es Mycosphaerella fijiensis. 
Por otro lado, los ciclótidos Katala B1, Circulin A, Circulin B y 
Cyclopsychotride fueron aislados de Oldelandia affinis, Chassalia parvifolia y 
Psychotria longipes respectivamente (Koltay et al., 2005), todas estas 
especies pertenecen a la familia Rubiaceae. Es posible entonces, que los 
ciclótidos aislados de especies de esta familia tengan una mayor actividad 
fungicida que los ciclótidos aislados de especie de la familia Violaceae, que 
presentan principalmente actividades tales como citotóxica, anti-VIH, 
anticáncer, antitumoral y hemolítica (Ireland et al., 2010). 
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6.1.4.2 Método de crecimiento radial para la evaluación antifúngica 
del extracto metanólico de Leonia triandra 
La determinación de la actividad antifúngica contra la fase asexual de 
Mycosphaerella fijiensis por el método del crecimiento radial se realizó con el 
extracto metanólico crudo de Leonia triandra. 
En el Anexo 8 se presentan los resultados de la determinación de la actividad 
antifúngica del extracto metanólico de Leonia triandra  contra Mycosphaerella 
fijiensis por el método de crecimiento radial. 
En la Figura 26, se muestran los resultados de los diámetros obtenidos en el 
día 20 para el extracto metanólico de Leonia triandra y los controles 
respectivos. 
 
Figura 26. Diámetros promedios de las colonias en el día 20 para el ensayo 
de crecimiento radial de Mycosphaerella fijiensis. 
Se realizó un análisis de varianza no paramétrica por el método de 
KruskalWallis para medir las diferencias estadísticas entre las medias del 
extracto evaluado y los controles positivo y negativo. 
El valor de desviación estándar es una medida de dispersión que indica 
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2001). Para el ensayo antifúngico por el método de crecimiento radial contra 
M. fijiensis se obtuvieron valores muy bajos de la desviación estándar, estos 
valores evidencian la alta reproducibilidad de las repeticiones del ensayo 
durante la duración del mismo. 
En la Tabla 14 se muestran los resultados para el análisis de varianza no 
paramétrica por el método de KruskalWallis. 
Tabla 14. Análisis de varianza no paramétrica por el método de 
KruskalWallis. 
 
Los ciclótidos presentes en el extracto metanólico de Leonia triandra, no 
presenta ninguna actividad contra las fases sexual y asexual de M. fijiensis 
causante de la enfermedad más destructiva en los cultivos de plátano y 
banano, conocida como Sigatoka Negra; la ausencia de actividad fungicida 
contra este hongo por los métodos de elongación del tubo germinativo y 
medición del crecimiento radial del micelio  
6.1.5 Caracterización de las fracciones del extracto metanólico de 
Leonia triandra por HPLC analítico 
Las fracciones obtenidas por cromatografía de columna flash C18 a partir del 
extracto se evaluaron por HPLC analítico, aplicando las condiciones 
descritas en la Tabla 8 (ver numeral 5.2.5.1). En la Figura 27 se presentan 
ejemplos de los cromatogramas obtenidos de la fracción LTMP1F1SeODS-4. 















Control (+) 5 0 0 0  
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Figura 27. Cromatograma HPLC analítico de la fracción LTMP1F1SeODS-4 a 
las longitudes de onda 215, 225, 254 y 280 nm. 
Los cromatogramas de la fracción LTMP1F1SeODS-4 evidencian separación 
de varios compuestos con una abundancia representativa, obteniéndose 
resultados similares para las otras 5 fracciones obtenidas por ODS. Se 
presenta absorbancia abundante a las longitudes de onda evaluadas 
características para compuestos peptídicos. 
En la Figura 28 se muestra un cromatograma de la especie Leonia cymosa 
(Violaceae) donde se observan 4 ciclótidos (Cycloviolacin A-D) entre los 20 y 
30 minutos de elución (Hallock et al., 2000). 
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Figura 28. Cromatograma RP-HPLC de Leonia cymosa (Violaceae) (Hallock 
et al., 2000). 
El cromatograma de Leonia cymosa evidencia presencia de compuestos que 
eluyen entre los 20 y 30 min; tiempos similares se obtuvieron para los 
compuestos presentes en el extracto metanólico de Leonia triandra. 
Dada la cercanía en los tiempos de retención de los ciclótidos de Leonia 
triandra y Leonia cymosa; se decidió entonces, analizar las fracciones por 
Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia acoplada a Espectrometría de 
Masas para identificar la relación masa/carga (m/z) de los compuestos y 
determinar si correspondían a ciclótidos similares a los reportados hasta la 
fecha en la base de datos CyBase. 
6.1.6 Análisis por LC-MS de las fracciones del extracto metanólico 
de Leonia triandra 
Se realizó el análisis de la fracción LTMP1F1SeODS-2 utilizando un equipo 
LC-MS Agilent 1100 con trampa de iones. Las condiciones del análisis se 
especificaron en la Tabla 10 (ver numeral 5.2.5.2). 
En la Figura 29 se presenta el TIC obtenido por LC-MS para la fracción 
LTMP1F1SeODS-2 del extracto metanólico de Leonia triandra, en el cual se  
detecta la presencia de 8 compuestos diferentes. 
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En la Tabla 15 se muestran las relaciones masa/carga (m/z) de los 8 
compuestos separados. 
 
Figura 29. TIC fracción LTM P1F1SeODS-2 por LC-MS con trampa de iones. 
Tabla 15. Tiempos de retención y masas de los compuestos identificados en 





1 1,4-1,6 1112,0 
2 1,6-1,7 3878,7 
3 1,7-1,8 3288,1 
4 1,8-2,0 3752,0 
5 2,9-3,1 3800,3 
6 3,7-3,8 2445,2 
7 7,4-7,5 3963,6 
8 30,3-30,8 849,9 
 
Se destacaron los compuesto 2 y 3 porque presentaron masas muy similares 
a algunos ciclótidos reportados en la base de datos CyBase (Wang et al., 
2007) (www.cybase.org.au). En la Figura 30 se muestran los espectros de 
masas de estos compuestos que podrían corresponder a ciclótidos, cabe 
destacar que la intensidad de estos compuesto fue muy baja; es decir, la 


















                                                                                                     













Figura 30. Espectros de masas de posibles ciclótidos 2 y 3 presentes en la 
muestra LTMP1F1SeODS-2 analizada por LC-MS. 
El espectro de masas para el compuesto 2 muestra una masa total de 3878,7 
Da y un ión padre de 1623,6 Da que corresponde al fragmento mas estable 
del ciclótido. 
El espectro de masas para el compuesto 3 muestra una masa total de 3288,1 
Da y un ión padre de 1865,7 Da que corresponde al fragmento mas estable 
del ciclótido. 
En la Tabla 16 se muestran los compuestos detectados que según su masa 
pueden corresponder a un ciclótido y su comparación con los ciclótidos 
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Tabla 16. Compuestos detectados en la muestra LTMP1F1SeODS-2 por LC-
MS que con masas similares a ciclótidos reportados. 
Masas encontradas en la 
muestra LTMP1F1Se ODS-2 
Ciclótidos reportados en CyBase 
Compuesto m/z Ciclótido m/z Planta 
2 3878,7 Viba 14 3870,59 Viola baoshanensis 
3 3288,1 
Viba 8 3280,81 Viola baoshanensis 
Glopa C 3283,8 Gloeospermum pauciflorum 
Circulin B 3283,97 Chassalia parvifolia 
Hyfl F 3286,84 Hybanthus floribundus E 
Kalata B8 3283,79 Oldenlandia affinis 
Kalata B9  3288,37 Oldenlandia affinis 
 
Para completar la identificación de los ciclótidos aislados del extracto 
metanólico de Leonia triandra y determinar si corresponden a los ciclótidos 
presentados en la Tabla 16 se debe realizar la secuenciación de novo a partir 
de espectros obtenidos por LC-MS/MS. 
Continuando con la línea comparativa con los ciclótidos reportados en la 
especie Leonia cymosa, ninguno de ellos presentaron masas similares a las 
obtenidas para los posibles ciclótidos detectados en la especie Leonia 
triandra. 
6.2 Resultados y discusión del extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia 
triandra 
Para el análisis de los resultados obtenidos del extracto DCM-MeOH (1:1) de 
Leonia triandra (Violaceae) se siguió el esquema de la Figura 31, en la cual 
se muestran las etapas a los que fue sometido el extracto para la 
caracterización de sus ciclótidos en la realización de esta trabajo. 
                                                                                                     
- 67 - 
 
 
Figura 31. Etapas desarrolladas para la caracterización de ciclótidos del 
extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra (Violaceae) 
6.2.1 Obtención del extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra 
Se obtuvieron 9,8733 g de extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra a 
partir de 1047,9 g de material vegetal seco y molido.  
6.2.2 Fraccionamiento del extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia 
triandra 
En la Figura 32 se observan el proceso de elución del extracto DCM-MeOH 
(1:1) por CC flash C18 con el gradiente CH3CN-TFA (0,1%) (0-100%). Las 
fracciones obtenidas y sus respectivos códigos se muestran en la Figura 33. 
 
Figura 32. Proceso elución de la cromatografía de columna flash C18 para 
ciclótidos. 1) Elución con TFA (0,1%) (100%). 2) Elución con CH3CN–TFA 
(0,1%) (20%-80%). 3) Elución con CH3CN–TFA (0,1%) (40%-60%). 4) 
Elución con CH3CN–TFA (0,1%) (60%-40%). 5) Elución con CH3CN–TFA 
(0,1%) (80%-20%). 6) Elución con CH3CN (100%) (Ireland et al., 2010). 
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TFA: ácido trifluoracético, CH3CN: acetonitrilo 
Figura 33. Fraccionamiento del extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra 
por cromatografía de columna Flash en C18 (Ireland et al., 2010). 
Todas las fracciones fueron analizadas empleando un HPLC analítico y el 
sistema desarrollado se utilizó para su purificación a través del HPLC 
preparativo. 
6.2.3 Caracterización por cromatografía de capa fina (CCD) para las 
fracciones del extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra 
Las fracciones obtenidas en la columna 1 de ODS fueron caracterizadas por 
CCD presentando las coloraciones respectivas para cada revelador 
siguiendo el criterio del protocolo descrito por Xu et al (2008). 
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En la Figura 34 se muestra la caracterización por CCD de las fracciones 
obtenidas para la columna 1 por cromatografía de columna flash C18, se usó 
Ciclosporina (péptido cíclico), como control positivo, a 12500 mg/L. 
 Muestra 1: LTM E2C1 ODS-1 
 Muestra 2: LTM E2C1 ODS-2 
 Muestra 3: LTM E2C1 ODS-3 
 Muestra 4: LTM E2C1 ODS-4 
 Muestra 5: LTM E2C1 ODS-5 
 Muestra 6: LTM E2C1 ODS-6 
 Muestra 7: LTM E2C1 ODS lavado MeOH 
 Muestra 8: Ciclosporina 12500 mg/L 
 
Figura 34. Caracterización de las fracciones de Leonia triandra obtenidas por 
CC Flash C18. A) Revelada con luz UV a 365 nm. B) Revelada con 
Dragendorff. C) Revelada con Ninhidrina (0,2%) (Placa sin hidrolizar). D) 
Revelada con Vapores de yodo. E) Azul de Coomassie (0,025%). F) 
Revelada con Ninhidrina (0,2%) (Placa hidrolizada). Sistema de elución: n-
butanol-ácido acético-H2O (3:1:1). 
En la Tabla 17 se resumen los resultados para las diferentes fracciones 
caracterizadas por CCD y se comparan con los resultados que se deben 
obtener para los diferentes compuestos según Xu et al., (2008). 
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Tabla 17. Resultados obtenidos con las fracciones de ODS del extracto 
DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra y su comparación con diferentes 














Ciclótidos + + -/+ + + 
Ciclopéptidos + -/+ - + - 
LTME2C1ODS-1 + + + + + 
LTME2C1ODS-2 + + - + + 
LTME2C1ODS-3 + + - + + 
LTME2C1ODS-4 - - - + + 
LTME2C1ODS-5 - - - + + 
LTME2C1ODS-6 - - - + - 
Ciclosporina + + - + - 
(-) Ausencia,  (+) Presencia    (+/-) Presencia o ausencia 
Las fracciones LTME2C1ODS-1, LTME2C1ODS-2 y LTME2C1ODS-3 
presentaron coloraciones con yodo (Figura 34D) y Dragendorff (Figura 34B). 
El yodo es un reactivo empleado para identificar compuestos insaturados y el 
reactivo de Dragendorff es usado para evidenciar la presencia de 
compuestos alcaloidales; ambos reactivos detectan la presencia de péptidos 
lineales y proteínas, pero no son específicos para péptidos cíclicos. 
Los reveladores de Ninhidrina y Azul de Coomassie son específicos para 
péptidos cíclicos. En la Figura 34E se evidencia coloración azul para las 
fracciones LTME2C1ODS-1, LTME2C1ODS-2 y LTME2C1ODS-3 con el 
revelador azul de Coomassie, a diferencia del control de ciclosporina que no 
presento coloración, este revelador permite diferenciar los ciclótidos de los 
péptidos cíclicos como la ciclosporina. En la Figura 34C, corresponde a la 
placa sin hidrolizar revelada con Ninhidrina 0,2%, se evidenció una 
coloración fucsia en la fracción LTM E2C1 ODS-1, pero no se puede 
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confirmar las presencia de ciclótidos en esta fracción puesto que el resultado 
con este revelador según el protocolo de Xu et al., (2008) puede ser positivo 
ó negativo; por consiguiente, se debe comprobar su presencia basados en 
los resultados de la placa hidrolizada con HCl concentrado y posteriormente 
revelada con Ninhidrina.  
En la Figura 34F, correspondiente a la placa hidrolizada revelada con 
Ninhidrina (0,2%), se evidenció la presencia de manchas café en todas las 
fracciones incluyendo el patrón de Ciclosporina, con lo cual podría concluirse 
que este revelador en la placa hidrolizada, no discrimina entre péptidos 
cíclicos y ciclótidos. Se concluyen entonces que las fracciones 
LTME2C1ODS-1, LTME2C1ODS-2 y LTME2C1ODS-3 presentan ciclótidos y 
son promisorias para ser  analizadas por LC-MS. 
6.2.4 Evaluación de la actividad antifúngica contra Mycosphaerella 
fijiensis del extracto DCM-MeOH (1:1) Leonia triandra 
6.2.4.1 Método elongación del tubo germinativo 
Una vez terminado el periodo de incubación de las cajas de Petri se procedió 
a determinar la actividad antifúngica por el método de elongación del tubo 
germinativo contra la fase sexual de Mycosphaerella fijiensis del extracto 
DCM-MeOH (1:1); sin embargo, no fue posible evaluar ninguna de las 
fracciones obtenidas por CC C18, dado que las cantidades obtenidas eran 
muy limitadas.  
En la Figura 35 se muestran los porcentajes de inhibición observados sobre 
las ascosporas, expresados como germinación normal (GN), germinación 
corta (GC), germinación deforme (GD) y no germinadas (NG). 
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Figura 35. Porcentajes de inhibición observados sobre las ascosporas de 
Mycosphaerella fijiensis en el extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra. 
E los resultados de la Figura 35 se evidenció que el extracto DCM-MeOH 
(1:1) de Leonia triandra no mostró actividad fungicida contra la fase sexual 
del hongo Mycosphaerella fijiensis dado que el 74,7% de las ascosporas 
crecieron normalmente. Se concluye entonces, que la mezcla de ciclótidos 
del extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra no poseen actividad 
inhibitoria sobre la fase sexual del hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, 
causante de la Sigatoka Negra del plátano.  
Con este resultado se elimina cualquier posibilidad de usar los extractos de 
Leonia triandra para el control de la Sigatoka Negra, dado que el extracto 
metanólico crudo y una de sus fracciones ricas en ciclótidos tampoco 
evidenciaron  resultados positivos en los ensayos de actividad fungicida 
sobre las fases sexual y asexual del hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet. 
6.2.5 Evaluación de las fracciones del extracto DCM-MeOH (1:1) 
Leonia triandra por HPLC analítico 
Las fracciones obtenidas por cromatografía de columna flash C18 a partir del 
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condiciones descritas en la Tabla 9. Los cromatogramas obtenidos 
evidenciaron que las fracciones 1, 2, 3, 4, 5 y 6 de las diferentes columnas 
tenían el mismo perfil; por lo tanto, las separaciones en la columna flash de 
ODS tuvieron un alto grado de reproducibilidad. En la Figura 36 se muestran 
como ejemplo, los cromatogramas de la fracción 2 de las 4 columnas 
realizadas con ODS. 
 
Figura 36. Perfiles cromatográficos por HPLC analítico de la fracción 2 
obtenida por CC Flash C18 del extracto de Leonia triandra. A) Cromatograma 
fracción LTME2C1ODS-2. B) Cromatograma fracción LTME2C2ODS-2. C) 
Cromatograma fracción LTME2C3ODS-2. D) Cromatograma fracción 
LTME2C4ODS-2. 
Los cromatogramas de la Figura 36 evidencian presencia de varios 
compuestos con abundancia representativa a las longitudes de onda de 215, 
220, 254 y 280, longitudes de mayor absorbancia de compuestos peptídicos. 
6.2.6 Análisis por LC-MS 
Se realizó el análisis de la fracción LTME2C1-2ODS-2 proveniente del extracto 
DCM-MeOH (1:1) utilizando un equipo LC-MS Agilent 1100 con trampa de 
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iones. Las condiciones del análisis se mostraron en la Tabla 10 (ver numera 
5.2.5.3).  
Se detectó la presencia de 14 compuestos diferentes, en la Figura 37 se 
presenta el TIC obtenido en la separación de la muestra. En la Tabla 18 se 
muestran los coeficientes de relación masa/carga (m/z) de los 14 
compuestos separados. 
 
Figura 37. TIC fracción LTM E2C1-2ODS-2 por LC-MS. 
Tabla 18. Tiempos de retención y m/z de los compuestos identificados en la 





1 1,3-1,6 3782,2 
2 1,6-1,7 3688,5 
3 1,7-1,8 3456,6 
4 1,8-2,0 3372,8 
5 2,3-2,4 3348,4 
6 7,6-7,8 3690,7 
7 8,2-8,3 3169,1 
8 8,3-8,5 3753,4 
9 8,5-8,6 3873,0 
10 8,6-8,6 3407,9 
11 9,8-10,0 2694,0 
12 13,1-13,2 3513,6 
13 22,2-22,4 3591,2 
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Se destacaron los cromatogramas correspondientes a los compuestos 3, 4, 5 
y 7 porque presentaron masas muy similares a algunos ciclótidos reportados 
en la base de datos CyBase (www.cybase.org.au). En la Figura 38 se 
muestran los espectros de masas de estos compuestos que podrían 
corresponder a ciclótidos. 
 
Figura 38. Espectros de masas de los posibles ciclótidos presentes en la 
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En la Tabla 19 se muestran los compuestos detectados que según su 
relación masa/carga, pueden corresponder a un ciclótido y su comparación 
con los ciclótidos reportados hasta la fecha en la base de datos CyBase. Se 
destaca el compuesto 5 porque fue más sensitivo mostrando una intensidad 
mayor a los demás compuestos. 
Tabla 19. Compuestos detectados en la muestra LTME2C1-2ODS-2 por 
LC/MS con masas similares a ciclótidos reportados. 
Masas encontradas en la 
muestra LTME2C2ODS-2 
Ciclótidos reportados en CyBase 
Compuesto m/z Ciclótido m/z Planta 
3 3456,6 Hyfl B 3442,05 Hybanthus floribundus E 
4 3372,8 Glopa B 3372.5 Gloeospermum pauciflorum 
5 3348,4 
Cycloviolacin Y2 3343.71 Viola yedoensis 
Cycloviolacin Y3 3349.28 Viola yedoensis 
7 3169,1 
Vibi 1 3170.77 Viola biflora 
Viba 5 3168.79 Viola baoshanensis 
Cycloviolacin O4 3167.76 Viola odorata 
Hyfl P 3167.76 Hybanthus floribundus W 
 
Ninguno de los posibles ciclótidos de la Tabla 19 coincide con los que se 
mostraron en la Tabla16 (ver numeral 6.1.6) para el extracto metanólico de 
Leonia triandra, pero sí coinciden dos especies de plantas, Viola 
baoshanensis y  Gloeospermum pauciflorum, ambas pertenecientes a la 
familia Violaceae. 
Para comprobar la existencia de ciclótidos en alguna de las fracciones 
obtenidas por HPLC preparativo la muestra se sometió a digestión 
enzimática, siguiendo el proceso por LC-MS/MS. 
6.2.7 Purificación de las fracciones por HPLC preparativo 
Con base a la semejanza de los perfiles cromatográficos de las fracciones 
LTME2C1ODS-2 y LTME2C2ODS-2 (ver Figura 36) estas dos fracciones se 
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unieron y se diluyeron en CH3CN-H2O (2:1), de tal forma que la 
concentración final fuera de 10000 mg/L. Las condiciones cromatográficas se 
describieron anteriormente en la Tabla 9 (ver numeral 5.2.5.2) 
Las proteínas muestran su máximo de absorbancia a 280 nm debido a la 
presencia de aminoácidos aromáticos en su estructura; también se puede 
utilizar la longitud de onda de 220 nm que es propia para enlaces peptídicos 
(Sutton, 1995). 
En la Figura 39 se presenta el perfil cromatográfico por P-HPLC a 220 y 280 
nm de los péptidos obtenidos en la fracción LTME2C1-2ODS-2. 
 
Figura 39. Cromatograma de HPLC preparativo de la fracción LTME2C1-2 
ODS-2 a las longitudes de onda de 220 y 280 nm. 
En el Anexo 9 se presentan los tiempos de retención en que fueron 
colectadas las fracciones para cada inyección de la muestra. 
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Los colectados (1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7) de cada inyección se unieron con los 
demás colectados con este mismo número y se concentraron hasta 
sequedad del solvente. 
Se tomaron las absorbancias a 215, 220 y 280 nm para determinar en qué 
colectado se encontraban los posibles ciclótidos. 
En la Tabla 20 se resumen los resultados obtenidos para las absorbancias 
de las fracciones y se muestran sus respectivas masas. 
Tabla 20. Absorbancias y masas de las fracciones obtenidas de Leonia 
triandra purificadas por HPLC preparativo 
MUESTRA 
Masa ABSORBANCIA 
(mg) 215 nm 220nm 280 nm 
LTM E2C1-2OSD-2C1 6,6 1,147 1,842 0,362 
LTM E2C1-2OSD-2C2 1,3 1,297 2,224 0,765 
LTM E2C1-2OSD-2C3 5,8 1,595 2,557 3,812 
LTM E2C1-2OSD-2C4 1,9 1,441 2,369 1,844 
LTM E2C1-2OSD-2C5 1,4 1,455 2,369 1,405 
LTM E2C1-2OSD-2C6 1 1,439 2,340 1,125 
LTM E2C1-2OSD-2C7 1 1,641 2,242 3,327 
 
Con base a las absorbancias obtenidas se realizó la cuantificación de las 
proteínas todas las fracciones; para ello se recure a la ecuación de la ley de 
Beer- Lambert (Skoog et al., 1999). 
                     
Donde: 
 ε = Coeficiente de extinción molar para las proteínas a 280 nm                                 
(1 mL/mgxcm) 
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c = Concentración de proteína en la muestra expresada en mg/mL 
b = Camino óptica que recorre el haz de luz; para este caso será de 0,5 cm. 
Despejando la concentración de proteínas obtenemos la expresión: 
    
           
   
 
En la Tabla 21 se muestran las concentraciones de las proteínas calculadas 
para las fracciones obtenidas por HPLC preparativo del extracto DCM-MeOH 
(1:1) de Leonia triandra. 
Tabla 21. Concentración de proteína en las fracciones obtenidas por HPLC 












Las fracciones LTME2C1-2OSD-2C3 y LTME2C1-2OSD-2C7 mostraron la 
concentración de proteínas más alta de las fracciones obtenidas por HPLC 
preparativo; se seleccionó la fracción LTME2C1-2OSD-2C3 (5,8 mg) para 
realizar la secuencia de novo; no se realizó la secuenciación de la fracción 
LTME2C1-2OSD-2C7  porque solo se contaba con 1 mg de muestra. 
6.2.8 Electroforesis  
La electroforesis se realizó en un gel SDS-PAGE al 15% a la muestra LTM 
E2C1-2ODS-2C3 y se reveló con nitrato de plata (0,1%), no se evidenciaron 
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bandas a pesos moleculares correspondientes a los esperados para 
ciclótidos. En la Figura 40 se muestra el gel con la fracción analizada a varias 
concentraciones (indicada con un asterisco) 
 
Figura 40. Electroforesis gel SDS-PAGE 15% revelada con AgNO3 (0,1%) 
para la fracción LTME2C1-2ODS-2C3. 
A pesar de que todos los tratamientos realizados a las fracciones de Leonia 
triandra evidenciaron presencia de ciclótidos es posible que su concentración 
sea muy baja y esto haga imposibles su visualización en una electroforesis 
SDS-PAGE en una dimensión. 
6.2.9 Secuenciación de novo para ciclótidos aislados del extracto 
DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra  
El secuenciamiento de ciclótidos provenientes del extracto DCM-MeOH (1:1) 
de Leonia triandra  se realizó con la fracción LTM E2C1-2ODS-2C3 (5.8 mg), 
por secuenciación de novo basado en los espectros adquiridos por LC-
MS/MS utilizando el software PEAKS (Bioinformatics Solutions).  
En la Tabla 22 se muestra la secuenciación de novo obtenida para los cortes 
con las enzimas tripsina, quimiotripsina y EndoGluC; C(+57.02) denota un 
una cisteína carbamidometilada. 
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Tabla 22. Secuenciación de novo para la muestra LTME2C1-2ODS-2C3. 




La tripsina es una enzima selectiva que corta en el extremo carbonilo de los 
aminoácidos Arginina (R) y Lisina (K), evidenciando la secuencia: 
CCGTGMNSGK 
La quimiotripsina es una enzima específica que corta en el extremo carbonilo 
de los aminoácidos: Triptófano (W), Tirosina (Y), Fenilalanina (F), Metionina 
(M) y Leucina (L); concretando la secuencia: 
FGLGGLL 
La endoproteinasa GluC es una enzima específica que corta en el ácido 
glutámico (E), evidenciando la secuencia: 
YGCGE 
La posible secuencia del péptido es: 
YGCGECCGTGMNSGKFGLGGLL 
En la Tabla 23 se muestran las secuencias de los ciclótidos aislados de 
Leonia cymosa con el fin buscar semejanzas en algunas secciones de su 
secuencia. 
Tabla 23. Secuencia de ciclótidos aislados de Leonia cymosa (Violaceae) 
(Hallock et al., 200). 
CICLÓTIDO SECUENCIA 
Cycloviolin A GVIPCGESCVFIPCISAAIGCSCKNKVCYRN 
Cycloviolin B    GTACGESCYVLPCFTVGCTCTSSQCFKN 
Cycloviolin C GIPCGESCVFIPCLTTVAGCSCKNKVCYRN 
Cycloviolin D    GFPCGESCVFIPCISAAIGCSCKNKVCYRN 
                                                                                                     
- 82 - 
 
 
La única coincidencia en la secuencia con los ciclótidos de Leonia cymosa se 
presenta en la sección CGE.  
Con base a los resultados obtenidos se evidencia que el péptido identificado 
por secuenciación de novo en la fracción LTME2C1-2ODS-2C3 no 
corresponde a un ciclótido por las siguientes razones: 
 No contiene 6 residuos de cisteína, solo presentó 3 de estos residuos. 
 Contiene 22 residuos de aminoácidos y los ciclótidos presentan entre 
28 y 37 residuos. 
 La masa del péptido identificado fue de 2124.44 Da; los ciclótidos 
descubiertos hasta el momento reportan masas que oscilan entre los 
2600 a 3800 Da, con excepción de nuevos ciclótidos aislados de 
especies de la familia Fabaceae que pueden llegar a tener masas de 
4000 Da (Poth et al., 2011). 
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7. CONCLUSIONES 
 Se aislaron dos fracciones a partir de los extracto de MeOH y DCM-
MeOH (1:1) de Leonia triandra (Violaceae) con masas promedios de 
3000 Da, que pueden corresponder a ciclótidos.  
 Realizada la secuenciación de novo a una fracción proveniente del 
extracto DCM-MeOH (1:1) de Leonia triandra (Violaceae) se identificó 
un péptido que no corresponde a un ciclótido; aun así, no se descarta 
su presencia, dado que los análisis por CCD y LC-MS evidenciaron su 
existencia. 
 Los extracto de MeOH y DCM-MeOH (1:1) obtenidos de la madera de 
Leonia triandra no poseen actividad fungicida contra las fases sexual y 
asexual del hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, causante de la 
enfermedad mas destructiva en los cultivos de plátano y banano, 
conocida como Sigatoka Negra. Este resultado puede atribuirse a la 
naturaleza de los ciclótidos reportados en las plantas de la familia 
Violaceae, a quienes se les atribuyen bioactividades tales como anti-
VIH, antitumoral, citotóxica, inhibidores de la Neurotensina y 
hemolíticos. La actividad fungicida y bactericida parece estar ligada a 









                                                                                                     




 Continuar con la identificación de ciclótidos presentes en la especie 
Leonia triandra (Violaceae) puesto que este campo de investigación es 
nuevo en el país y podría reportar beneficios en el hallazgo de nuevas 
moléculas con importancia farmacológica y agroindustrial; además, se 
estaría contribuyendo al develamiento de la riqueza de la flora 
nacional y sus posibles aplicaciones. 
 Para determinar la existencia de este tipo de péptidos es necesario 
realizar una purificación final de un solo ciclótido; posteriormente 
realizar su reducción, seguida por el análisis por LC-MS/MS 
continuando con la digestión enzimática; finalmente, realizar un 
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ANEXO 1 
Ciclótidos aislados de plantas de la familia Violaceae (CyBase). 






cycloviolacin O1 cO28 
cycloviolacin O2 cO29 
cycloviolacin O3 cO30 
cycloviolacin O4 cO31 
cycloviolacin O5 cO32 
cycloviolacin O6 cO33 
cycloviolacin O7 cO34 
cycloviolacin O8 cO35 





cycloviolacin O11 Kalata S 
cycloviolacin O12 cycloviolacin O12 
cycloviolacin O13 cycloviolacin Y5 
cycloviolacin O14 Viba 1 
cycloviolacin O15 Viba 2 
cycloviolacin O16 Viba 3 
cycloviolacin O17 Viba 4 
cycloviolacin O18 Viba 5 
cycloviolacin O19 Viba 6 
cycloviolacin O20 Viba 7 
cycloviolacin O21 Viba 8 
cycloviolacin O22 Viba 9 
cycloviolacin O23 Viba 10 
cycloviolacin O24 Viba 11 
cycloviolacin O25 Viba 12 
vodo M Viba 13 
Vodo N Viba 14 
Kalata S Viba 15 
violacin A Viba 16 
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Continuación Anexo 1: 
ESPECIE CICLÓTIDO ESPECIE CICLÓTIDO 
Viola yedoensis 
Kalata B1 Viola adunca cycloviolacin O8 
cycloviolacin Y5 Viola abyssinica cycloviolacin O12 





cycloviolacin H1 Hyfl B 
cycloviolacin H2 Hyfl C 
cycloviolacin H3 Hyfl D 
cycloviolacin H4 Hyfl F 
vhl-1 Hyfl E 
vhl-2 Hyfl I 
Viola tricolor 
tricyclon A Hyfl J 
tricyclon B Hyfl K 
tricyclon C Hyfl L 
tricyclon D Hyfl M 
tricyclon E Hyfl N (partial) 
tricyclon F Hyfl O (partial) 





cycloviolacin O12 Hyfl K 
Viola arvensis tricyclon A Hyfl L 
Viola biflora 
cycloviolacin O2 Hyfl M 
cycloviolacin O9 Hyfl N (parcial) 
Kalata S Hyfl O (parcial) 
Viola cotyledon 
vico A Hyfl P 
vico B Hybanthus 
monopetalus 
Hymo A (partial) 
Leonia cymosa 
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Hyde A (partial) 
Hybanthus 
enneaspermus 
Hyen A (partial) 
Hyen B (partial) 
Hybanthus 
epacroides 
Hyep A (partial) 
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ANEXO 2 
Protocolo para el fraccionamiento de ciclótidos del material vegetal 
extraído MeOH (Claeson et al., 1998) 
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ANEXO 3 
Procedimiento realizado para el fraccionamiento, aislamiento e 
identificación de ciclótidos del material vegetal extraído con DCM-MeOH 

















Material vegetal seco y molido 
Extracción con DCM-MeOH (1:1) 
Transferir la mezcla DCM-MeOH (1:1) a un embudo de 
separación y separar las fases después de la adición de agua 
Evaporar la fase acuosa 
Fraccionar la fase acuosa en una columna flash de C18 con  
CH3CN – TFA (0-100% de CH3CN) 
Concentrar la fracción del 80% de CH3CN 
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ANEXO 4 
Procedimiento de cámara húmeda para descarga de ascosporas de 
Mycosphaerella fijiensis Morelet                            
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ANEXO 5 
Procedimiento descarga de ascosporas de M. fijiensis (Niño et al., 
2007). 
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ANEXO 6 
Obtención del cultivo monospórico de M. fijiensis 
  Tomar una ascospora de M. fijiensis  con ayuda de un microscopio 
de luz bajo aumento 10X y de tubos capilares (jeringa) y de un 
alambre metálico (embolo) en su interior (ambos estériles) 
Transferir la ascospora a un tubo con agar PDA servido en cuña 
destilada, flamear la boca del tubo y tapar 
Incubar a temperatura ambiente bajo luz continua durante 14-20 
días 
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ANEXO 7 
Preparación y siembra del inóculo de M. fijiensis para el ensayo de 
















Retirar con una pinza estéril la colonia de M. fijiensis entre 14-20 
días de incubación 
Colocar dentro de un tubo con 5 mL de agua la colonia y adicionar 
dos perlas de ebullición 
Agitar durante 30 segundos con ayuda del Vortex a 1200 rpm 
Tomar 100 µL de esta solución y servir sobre PDA gelificado y 
esparcir con ayuda de una varilla de hokey 
Incubar a 26°C en oscuridad 
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ANEXO 8 
Resultados para determinación de la actividad antifúngica del extracto 
metanólico de Leonia triandra  contra Mycosphaerella fijiensis por el 
método de crecimiento radial del micelio. 
EXTRACTO DÍA COLONIA Nº DIÁMETRO (mm) REPETICIÓN 
221 MADERA  (MeOH) 7 1 0,8 I 
221 MADERA  (MeOH) 7 2 0,7 I 
221 MADERA  (MeOH) 7 3 0,7 I 
221 MADERA  (MeOH) 7 4 0,7 I 
221 MADERA  (MeOH) 7 5 0,6 I 
221 MADERA  (MeOH) 9 1 1,2 I 
221 MADERA  (MeOH) 9 2 1,0 I 
221 MADERA  (MeOH) 9 3 1,1 I 
221 MADERA  (MeOH) 9 4 1,2 I 
221 MADERA  (MeOH) 9 5 1,2 I 
221 MADERA  (MeOH) 12 1 2,2 I 
221 MADERA  (MeOH) 12 2 2,1 I 
221 MADERA  (MeOH) 12 3 2,0 I 
221 MADERA  (MeOH) 12 4 2,0 I 
221 MADERA  (MeOH) 12 5 2,1 I 
221 MADERA  (MeOH) 15 1 2,5 I 
221 MADERA  (MeOH) 15 2 2,1 I 
221 MADERA  (MeOH) 15 3 2,4 I 
221 MADERA  (MeOH) 15 4 2,4 I 
221 MADERA  (MeOH) 15 5 2,6 I 
221 MADERA  (MeOH) 20 1 4,2 I 
221 MADERA  (MeOH) 20 2 3,5 I 
221 MADERA  (MeOH) 20 3 3,9 I 
221 MADERA  (MeOH) 20 4 3,6 I 
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Continuación Anexo 8: 
EXTRACTO DÍA COLONIA Nº DIÁMETRO (mm) REPETICIÓN 
221 FOLIAR  (MeOH) 7 1 0,8 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 7 2 0,8 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 7 3 0,7 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 7 4 0,7 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 7 5 0,7 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 9 1 1,1 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 9 2 0,9 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 9 3 1,2 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 9 4 0,9 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 9 5 0,9 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 12 1 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 12 2 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 12 3 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 12 4 1,2 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 12 5 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 15 1 1,4 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 15 2 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 15 3 1,5 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 15 4 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 15 5 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 20 1 1,3 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 20 2 1,4 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 20 3 1,7 II 
221 FOLIAR  (MeOH) 20 4 1,5 II 
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Continuación Anexo 8: 
CONTROL DÍA COLONIA Nº DIÁMETRO (mm) 
Control (+) 7 1 0,0 
Control (+) 7 2 0,0 
Control (+) 7 3 0,0 
Control (+) 7 4 0,0 
Control (+) 7 5 0,0 
Control (+) 9 1 0,0 
Control (+) 9 2 0,0 
Control (+) 9 3 0,0 
Control (+) 9 4 0,0 
Control (+) 9 5 0,0 
Control (+) 12 1 0,0 
Control (+) 12 2 0,0 
Control (+) 12 3 0,0 
Control (+) 12 4 0,0 
Control (+) 12 5 0,0 
Control (+) 15 1 0,0 
Control (+) 15 2 0,0 
Control (+) 15 3 0,0 
Control (+) 15 4 0,0 
Control (+) 15 5 0,0 
Control (+) 20 1 0,0 
Control (+) 20 2 0,0 
Control (+) 20 3 0,0 
Control (+) 20 4 0,0 
Control (+) 20 5 0,0 
Control (-) 7 1 0,8 
Control (-) 7 2 0,8 
Control (-) 7 3 0,8 
Control (-) 7 4 0,8 
Control (-) 7 5 0,9 
Control (-) 9 1 1,3 
Control (-) 9 2 1,3 
Control (-) 9 3 1,2 
Control (-) 9 4 1,2 
Control (-) 9 5 1,4 
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Continuación Anexo 8: 
CONTROL DÍA COLONIA Nº DIÁMETRO (mm) 
Control (-) 12 1 2,1 
Control (-) 12 2 2,1 
Control (-) 12 3 2,0 
Control (-) 12 4 2,1 
Control (-) 12 5 2,1 
Control (-) 15 1 2,8 
Control (-) 15 2 2,6 
Control (-) 15 3 2,7 
Control (-) 15 4 2,7 
Control (-) 15 5 2,7 
Control (-) 20 1 3,5 
Control (-) 20 2 3,7 
Control (-) 20 3 3,6 
Control (-) 20 4 3,6 
Control (-) 20 5 3,5 
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ANEXO 9 
Tiempos de retención de los colectados correspondientes cada 








DESDE HASTA DESDE HASTA 
1 
1 0 1,2 
5 
1 1 1,8 
2 1,2 4,2 2 1,8 4,6 
3 4,2 5,1 3 4,6 6 
4 5,1 7,3 4 6 7 
5 7,3 8,4 5 7 8,4 
6 8,4 10 6 8,4 10 
7 10 20 7 10 15 
2 
1 0 1,4 
6 
1 0 1,2 
2 1,4 4,1 2 1,2 4,2 
3 4,1 5,2 3 4,2 6 
4 5,2 7,3 4 6 7,6 
5 7,3 8,2 5 7,6 8,6 
6 8,2 10,5 6 8,6 10 
7 10,5 15 7 10 15 
3 
1 0 1,4 
7 
1 0 1,5 
2 1,4 4,4 2 1,5 4 
3 4,4 5,5 3 4 5,6 
4 5,5 7,2 4 5,6 7 
5 7,2 8,4 5 7 8,4 
6 8,4 10,5 6 8,4 10 
7 10,5 15 7 10 15 
4 
1 0 1,6 
8 
1 0 1,2 
2 1,6 4,6 2 1,2 4,2 
3 4,6 5,2 3 4,2 5,6 
4 5,2 6,8 4 5,6 7 
5 6,8 8,2 5 7 8,6 
6 8,2 10 6 8,6 10 
7 10 15 7 10 15 
 
 
